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1.1 Immunmodulation durch viral kodierte Proteine
1.1.1 Angriff der Viren und die Antwort des Immunsystems
Viren zeichnen sich definitionsgemäß durch folgende fünf Eigenschaften aus:
1) Sie enthalten als genetisches Material nur eine Art von Nukleinsäure (DNA oder RNA);
2) Die Reproduktion erfolgt mit Hilfe der Information der Nukleinsäure, es findet aber keine
Teilung statt; 3) Während der extrazellulären (Ruhe-)Phase wächst das Virus nicht;
4) Es sind keine Stoffwechselenzyme vorhanden; 5) Eine Replikation ist nur mit Hilfe der
Ribosomen der Wirtszelle möglich (Lwoff, 1957).
Zusammengefasst beschreiben diese Charakteristika die vollkommene Abhängigkeit des
Virus von der Proteinbiosynthese der Wirtszelle. Auf dem Weg in den für die Replikation
essenziellen intrazellulären Raum befinden sich jedoch viele Hürden, die die
Wirtsorganismen im Laufe der Zeit etabliert haben. So muss das als Virion bezeichnete
extrazelluläre Virus diverse Schutzmechanismen des Immunsystems überwinden, um
letztendlich in eine Zelle zu gelangen. Dort angekommen ist es notwendig, den
Syntheseapparat der Wirtszelle auf die Produktion von viralen Proteinen umzustellen und
weiterhin vom Immunsystem unentdeckt zu bleiben. Schließlich wird das replizierte
Virusgenom verpackt und die neuen Viruspartikel müssen aus der Zelle geschleust werden.
Um den zeitlich aufeinander folgenden Phasen der angeborenen und adaptiven Immunabwehr
zu entgehen, verfolgen DNA- und RNA-Viren unterschiedliche Strategien.
RNA-Viren besitzen aufgrund ihres kleinen Genoms (2 - 31 kBp; International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) nur wenige immunmodulatorische Proteine. Der Vorteil dieser
Viren liegt in der hohen Fehlerrate der viralen RNA-Polymerase (~10-4 pro eingebautes
Nukleotid). Die auftretenden Ungenauigkeiten bei der Replikation des viralen Genoms haben
zur Folge, dass sich die Immunzellen des Wirts immer wieder mit veränderten Formen ein
und desselben Virus konfrontiert sehen.
DNA-Viren dagegen besitzen Nukleinsäuren, die eine Größe von bis zu 400 kBp erreichen
können. In den viralen Genomsequenzen ist eine Vielzahl von Genen zu finden, die für
immunmodulatorische Proteine kodieren und auch Homologe auf zellulärer Ebene besitzen.
Diese Viren haben während ihrer Evolution Nukleotidsequenzen der Wirtsorganismen in ihr
Einleitung
2
Genom integriert, die es ihnen ermöglichen, das Immunsystem und weitere zelluläre
Mechanismen zu modulieren (Becker, 2000).
Immunabwehr
angeborene unspezifische Immunität erworbene spezifische Immunität
• epitheliale Barrieren
• Entzündungsreaktion (Inflammation)
• Interferone (IFN-α, IFN-β, IFN-γ)
• Komplementsystem (alternativer Weg)
• Phagozyten (Makrophagen, Neutrophile)






Wichtige Komponenten der Immunabwehr. Die Abwehrmechanismen sind nach angeborener unspezifischer und
erworbener spezifischer Immunität unterteilt.
Die Komponenten der angeborenen unspezifischen Immunität (Tab. 1) stellen eine natürliche
Abwehr gegen Mikroorganismen dar: Epithelgewebe dienen einerseits als mechanischer
Schutz, produzieren aber auch chemische Substanzen, die eine mikrobizide Wirkung besitzen.
Einem Krankheitserreger (Pathogen) bleiben zwei Wege diese Barriere zu überwinden: das
Eindringen durch verletztes Epithelgewebe oder die direkte Infektion von Zellen bzw.
Schädigung des Oberflächenepithels (Janeway et al., 1999).
Die lokale Infektion mit Bakterien hat eine entzündliche Reaktion (Inflammation) zur Folge.
Dabei wird die Ausschüttung von Zytokinen, die eine Weitung und erhöhte Permeabilität der
Blutgefäße bewirken, durch Makrophagen und Neutrophilen induziert. Durch die reduzierte
Strömungsgeschwindigkeit können Leukozyten, Immunglobuline und Plasmaproteine des
Komplementsystems in das periphere Gewebe eindringen. Im Gegensatz zu Pathogenen wie
Bakterien, die konservierte Oberflächenmoleküle aufweisen, stellen die phagozytierenden
Zellen der angeborenen Immunantwort für Viren keine ernstzunehmende Bedrohung dar.
Durch ihre sich schnell verändernden Oberflächenstrukturen werden sie von den
Makrophagen und Neutrophilen kaum erkannt. In Verbindung mit Produkten des alternativen
Weges der Komplementkaskade wird jedoch eine verbesserte Phagozytose durch
Opsonierung des Pathogens mit dem Plasmaprotein C3b erreicht (Janeway et al., 1999).
Für die Abwehr einer viralen Infektion im Zuge der angeborenen unspezifischen Immunität
gibt es spezielle Zytokine, die sogenannten Interferone (IFN). Man unterteilt diese antiviralen
Proteine in Typ I- und Typ II-Interferone. Zu den Typ I-Interferonen gehören IFN-α und
IFN-β, die von Leukozyten bzw. Fibroblasten produziert werden. Das Typ II-Interferon IFN-γ
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unterscheidet sich in seinem Aufbau von IFN-α  und IFN-β. Es wird von aktivierten
natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und während der adaptiven Immunantwort von Effektor-
T-Lymphozyten gebildet (Janeway et al., 1999).
Die Typ I-Interferone haben drei wichtige Aufgaben: 1) Induktion von Resistenz gegen die
Replikation von Viren in allen Zellen. 2) Erhöhung der Expressionsrate von Molekülen des
Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) Klasse I in infizierten und nicht infizierten Zellen.
Als Folge sind nicht infizierte Zellen vor der Attacke von NK-Zellen geschützt und infizierte
Zellen werden von den zytotoxischen T-Lymphozyten besser erkannt und der programmierte
Zelltod (Apoptose) induziert. 3) Aktivierung von NK-Zellen, die selektiv infizierte Zellen
töten (Janeway et al., 1999).
Die primäre Funktion von INF-γ ist die Aktivierung von Makrophagen. Außerdem steigert
das Typ II-Interferon ebenso wie IFN-α und IFN-β die Expression von MHC-Molekülen
(Klasse I und II) und hat eine antivirale Aktivität. Besonders das von NK-Zellen sekretierte
IFN-γ („frühes“ IFN-γ) besitzt eine wichtige Rolle bei der Bekämpfung von vielen
Infektionen (Janeway et al., 1999).
Gelingt es Viren oder anderen Pathogenen, den Verteidigungsmechanismen der angeborenen
Immunantwort zu entkommen, so kommt die zweite Welle des Abwehrsystems zum Einsatz.
Die immunkompetenten Zellen der adaptiven Immunantwort (T- und B-Lymphozyten) haben
Erkennungsmechanismen entwickelt, die vor allem Viren sehr effizient identifizieren und
eliminieren können. Für die Aktivierung dieser antigenspezifischen Immunzellen muss jedoch
ein gewisser Schwellenwert an Antigen überschritten werden. Damit T-Lymphozyten
(T-Zellen) Antigen erkennen können, ist es notwendig, dass es in prozessierter Form an
MHC-Moleküle gebunden auf antigenpräsentierenden Zellen (APCs) vorliegt. Treffen naive
CD8+ T-Zellen auf antigenbeladene Zellen, so reifen sie zu zytotoxischen T-Zellen (CTLs)
(zellvermittelte Immunantwort). Naive CD4+ T-Zellen dagegen differenzieren nach Antigen-
kontakt entweder zu TH1- (inflammatorische T-Zellen) oder TH2-Zellen (Helfer T-Zellen).
Die Mechanismen, die die Differenzierung steuern, sind noch nicht vollständig aufgeklärt.
Abhängig von der selektiven Produktion von TH1- oder TH2-Zellen wird die adaptive
Immunantwort in die zellvermittelte bzw. humorale Richtung gelenkt. TH2-Zellen werden
benötigt, um naive antigenbindende B-Zellen nach Kontakt mit freiem extrazellulären
Antigen zu aktivieren. Diese entwickeln sich schließlich zu antikörperproduzierenden
Plasmazellen (humorale Immunantwort) (Janeway et al., 1999).
Es bleibt somit festzuhalten: Sowohl die zellvermittelte als auch die humorale Immunantwort
sind vom präsentierten Antigen abhängig.
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1.1.2 Manipulation der Antigenpräsentation durch virale Faktoren
Die Präsentation von Antigenen auf der Zelloberfläche erfolgt an spezielle Glykoproteine
gebunden. Die peptidbindenden Proteine werden als MHC-Moleküle (Kap. 1.1.1) bezeichnet
und können in zwei Klassen unterteilt werden. MHC Klasse I-Moleküle transportieren und
präsentieren von intrazellulären Pathogenen stammendes Antigen. Für die Präsentation von
Peptiden intravesikularer und extrazellulärer Pathogene sind MHC Klasse II-Moleküle
zuständig (Janeway et al., 1999).
Die auf MHC Klasse I-Molekülen präsentierten Peptide von obligatorisch intrazellulären
Erregern wie z.B. Viren sind Produkte einer proteolytischen Spaltung. Die Degradierung der
Proteine erfolgt in Proteasomen im Zytosol der Wirtszelle (Glynne et al., 1991; Kelly et al.,
1991; Martinez und Monaco, 1991). Ob die Prozessierung eines Antigens erfolgt, hängt von
spezifischen Sequenzen innerhalb des jeweiligen Proteins ab. So können Viren durch den
Austausch einer einzigen Aminosäure, wie für das murine Leukämie-Virus (MuLV) gezeigt
worden ist, eine Erkennung durch Proteasen unterbinden (Ossendorp et al., 1996).
Neben einzelnen Aminosäuresubstitutionen können auch interne repetitive Sequenzabschnitte
die proteasomale Degradierung von Proteinen verhindern. Das zu den γ-Herpes-Viren
gehörende Epstein-Barr-Virus (EBV) exprimiert ein nukleares Antigen (EBNA-1), welches
mehrere Sequenzwiederholungen aus Glycin- und Alaninresten (Gly-Ala-Repeats) enthält.
Dieses Aminosäuremotiv fungiert als cis-agierender Inhibitor der Ubiquitin/Proteasom-
Proteolyse von Proteinen (Levitskaya et al., 1995; Levitskaya et al., 1997). Es wird
angenommen, dass die Gly-Ala-Repeats in einer ß-Faltblatt-Struktur vorliegen, die resistent
gegen Rückfaltungsprozesse ist und den Eintritt in das Proteasom blockiert (Sharipo et al.,
2001).
Das Beladen der MHC Klasse I-Moleküle mit Antigen geschieht im Lumen des endoplasma-
tischen Retikulums (ER). Dazu müssen die prozessierten Peptide die Membran des ER
passieren. Die Translokation erfolgt mit Hilfe der als TAP (transporter associated with
antigen presentation) bezeichneten Peptidtransporter in ATP-abhängiger Form (Androlewicz
et al., 1993; Neefjes et al., 1993; Shepherd et al., 1993). Auch hier haben Viren Wege
gefunden, diesen Mechanismus zu blockieren. Das „unique short 6“ (US6)-Genprodukt des
humanen Cytomegalo-Virus (HCMV), ein β-Herpes-Virus, interagiert mit TAP und
stabilisiert eine Konformation der Untereinheit TAP-1, in der diese kein ATP bindet. Obwohl
die zweite Untereinheit, TAP-2, immer noch ATP binden kann, ist die Peptidtranslokation
blockiert (Hewitt et al., 2001).
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Auch α-Herpes-Viren sind in der Lage TAP zu blockieren. Am Beispiel des Pseudorabies-
Virus (PRV) konnte im Schwein gezeigt werden, dass ein frühes Protein die Expression von
MHC Klasse I-Molekülen durch die Inhibierung von TAP herunter reguliert (Ambagala et al.,
2000). Gleiches wurde für das bovine Herpes-Virus-1 (BHV-1) durch in vitro-Analyse von
MDBK-Zellen nachgewiesen (Hinkley et al., 1998; Koppers-Lalic et al., 2001).
Bestimmte virale Genprodukte haben außerdem die Fähigkeit, mit hoher Affinität an schwere
MHC Klasse I-Ketten zu binden. Das im ER lokalisierte Glykoprotein US3 von HCMV ist in
der Lage, einen Komplex mit β2-Mikroglobulin-assoziierten schweren MHC Klasse I-Ketten
zu bilden. Die Anlagerung von US3 erfolgt vor der Beladung mit Peptiden, inhibiert die
Antigenbeladung der schweren Ketten jedoch nicht. Dennoch verbleiben die MHC Klasse I-
Peptid-Komplexe im ER, so dass auch hier die Präsentation des an MHC Klasse I gebundenen
Antigens unterbleibt (Ahn et al., 1996; Jones et al., 1996).
Zwei weitere Genprodukte aus der „unique short“ (US)-Region von HCMV stören nicht nur
die Antigenpräsentation via MHC Klasse I, sondern bewirken sogar die Degradierung der
MHC Klasse I-Moleküle. Die als US2 und US11 bezeichneten Expressionsprodukte sind
transmembrane Glykoproteine des Typs 1 und im ER lokalisiert. In Zellen, die US2 und US11
exprimieren, werden MHC Klasse I-Moleküle aus dem ER in das Zytosol zurücktransportiert
und mit einer Halbwertszeit von <1 min proteasomal degradiert (Wiertz et al., 1996). Dabei
erfolgt der Transport in das Zytosol unter Beteiligung des Sec61-Komplex homolog zum
Einbau der schweren MHC Klasse I-Ketten in das ER, nur in umgekehrter Richtung (Wiertz
et al., 1996). Detaillierte Untersuchungen von US 11 und US 2 ergaben Unterschiede in der
Spezifität und Effizienz, MHC Klasse I-Moleküle zu zerstören. Es zeigte sich, dass US11 eine
effizientere Degradation von MHC Klasse I-Molekülen in primären humanen dendritischen
Zellen (DCs) bedingt als US2 (Rehm et al., 2002).
Dendritische Zellen sind sogenannte „professionelle“ antigenpräsentierende Zellen und in der
Lage, CD8+ T-Zellen auf direktem Wege zu aktivieren. Aufgrund der starken intrinsischen
kostimulatorischen Aktivität der DCs ist zur Initiierung (Priming) der Differenzierung naiver
CD8+ T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen kein zusätzlicher Stimulus notwendig. Sind die
MHC Klasse I-Antigen-Komplexe auf der Oberfläche anderer Zellen lokalisiert, ist für das
Priming einer naiven CD8+ T-Zelle die Anwesenheit von CD4+ T-Zellen notwendig. Sowohl
die CD8+ als auch die CD4+ T-Zelle müssen dabei Antigenpeptide auf derselben Zelle
erkennen (Janeway et al., 1999).
Viren inhibieren die Aktivierung von CTLs mit Hilfe von Faktoren, die die Präsentation von
viralem Antigen mittels MHC Klasse I-Molekülen auf vielfältige Art und Weise stören.
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Das murine Cytomegalo-Virus (MCMV) besitzt zudem die Fähigkeit DCs in eine Art
funktionale Paralyse zu versetzen. In infizierten Zellen wird die Expression von kostimula-
torischen Molekülen auf der Zelloberfläche heruntergeregelt. Daher reagieren unreife DCs
nicht auf Reifungsstimuli und können weder Interleukin-12 (IL-12) noch Interleukin-2 (IL-2)
sekretieren, welche essenziell für eine effektive T-Zell-Antwort sind (Andrews et al., 2001).
Die Reduktion von MHC Klasse I-Molekülen auf der Oberfläche infizierter Zellen verschafft
den Viren jedoch nicht nur Vorteile. Das Fehlen oder eine veränderte Expression von MHC
Klasse I-Molekülen auf der Zelloberfläche („altered/missing self“) wird von NK-Zellen
erkannt und Apoptose in der Zielzelle induziert (Janeway et al., 1999; Karre, 2002). Damit
NK-Zellen normale von infizierten Zellen unterscheiden können, wird deren zytotoxische
Aktivität durch Oberflächenrezeptoren kontrolliert. Im Menschen spielen Rezeptoren der
Immunglobulin-Superfamile (Ig-Superfamilie) eine wichtige Rolle in der frühen Inhibierung
der NK-Zell-Aktivierung. Die als KIRs (killer cell inhibitory receptors) bezeichneten
Rezeptoren binden MHC Klasse I-Moleküle und unterbinden so die zytotoxische Aktivität
(Blery et al., 2000). Genau diese Eigenschaft der KIRs machen sich Herpes-Viren wie
HCMV und MCMV zu Nutze. Beide Viren produzieren MHC Klasse I-Homologe, die von
KIRs auf NK-Zellen gebunden werden und die Zerstörung der infizierten Zellen durch NK-
Zellen verhindern (Fahnestock et al., 1995; Farrell et al., 1997; Reyburn et al., 1997).
HCMV und MCMV stören nicht nur die Aktivierung von NK-Zellen und CD8+ T-Zellen, sie
vermögen ebenso die Erkennung von infizierten Zellen durch CD4+ T-Zellen zu inhibieren.
Die Hauptaufgabe von CD4+ T-Zellen besteht in der Aktivierung von anderen Zellen: Sie sind
wichtig für die frühe CD8+ T-Zell-Aktivierung und die Entwicklung von B-Zellen. Damit
naive CD4+ T-Zellen zu Effektorzellen reifen, ist der Antigenkontakt via MHC Klasse II-
Moleküle essenziell (Janeway et al., 1999).
In Endothel- und Epithelzellen konnte nachgewiesen werden, dass HCMV die Expression von
MHC Klasse II-Molekülen reduziert und auf diesem Weg der Erkennung durch CD4+ T-
Zellen entkommt (Scholz et al., 1992; Ng-Bautista und Sedmak, 1995). In infizierten Makro-
phagenkulturen wird der Expressionslevel von MHC Klasse II-Molekülen sowohl in der
frühen (1 Tag nach Infektion) als auch in der späten Phase (4 Tage nach Infektion) gesenkt. In
der frühen Phase tritt dieser Effekt unabhängig, in der späten Phase jedoch abhängig von der
viralen Replikation auf. Eine genaue Analyse ergab, dass das virale Protein US2, welches
auch die Degradierung von schweren MHC Klasse I-Ketten steuert, für den Abbau zweier
essenzieller Faktoren der MHC Klasse II-Antigenpräsentation (HLA-DM-α, HLA-DR-α)
verantwortlich ist (Tomazin et al., 1999; Odeberg und Soderberg-Naucler, 2001).
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1.1.3 Modifikation des Zytokinnetzwerks: Antagonisten, Virozeptoren und Virokine
Als Reaktion auf eine Infektion mit Viren werden vom Wirtsorganismus verschiedene
zelluläre Zytokine ausgeschüttet. Diese löslichen sekretierten Proteine sind in der Lage, das
Verhalten und die Eigenschaften von anderen Zellen zu verändern. Zu den Zytokinen gehören
unter anderem die Interferone (IFN), Interleukine (IL) und zahlreiche Wachstumsfaktoren
(Janeway et al., 1999).
Nahezu alle viralen Infektionen induzieren die Produktion von Interferonen. Ein starker
Induktor der Typ I-Interferone (IFN-α, IFN-β) ist doppelsträngige RNA (dsRNA), die unter
normalen Umständen in Säugerzellen nicht auftritt. Die regulatorische Domäne der ubiquitär
exprimierten dsRNA-abhängigen Proteinkinase (PKR) bindet dsRNA und nach erfolgter
Dimerisierung wird die Kinase schließlich durch Autophosphorylierung aktiviert. Das
aktivierte Enzym inhibiert durch Phosphorylierung des Initiationsfaktors eIF-2α den
eukaryotischen Translationsapparat und somit auch die Replikation viraler Partikel.
Außerdem bildet die PKR einen wichtigen Teil einer Signalkaskade, die zur Aktivierung von
verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie z.B. NFκB führt. Als Folge wird im Zellkern die
Transkription pro-inflammatorischer Gene angeschaltet (Williams, 1999). In einer positiven
Feedback-Schleife induziert die Bildung von Interferonen wiederum die Expression von PKR
(Meurs et al., 1990).
Weitere Bestandteile der IFN-induzierten Abwehr sind RNase L und Mitglieder der Mx-
Proteinfamilie. In ihrer aktivierten Form spaltet die Endoribonuklease RNase L sowohl
mRNA als auch rRNA im Zytoplasma der Zelle. Dies führt letztendlich zur Blockade der
Proteinexpression (Levy und Garcia-Sastre, 2001). Mx-Proteine sind GTPasen, die sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern vorkommen und nicht von IFN-γ induziert werden. Obwohl
nicht alle Vertreter der Mx-Proteinfamilie eine antivirale Wirkung besitzen, verhindern das
humane MxA- und das murine Mx1-Protein die virale Replikation in infizierten Zellen ohne
weitere Komponenten der IFN-α/-β-induzierten Abwehr (Samuel, 2001).
Da die Interferone eine zentrale Funktion in der antiviralen Immunantwort einnehmen
(s.a. Kap. 1.1.1), haben Viren verschiedene Strategien entwickelt, IFN-induzierte Abwehr-
mechanismen außer Kraft zu setzten. Insbesondere Pocken-Viren kodieren eine Reihe von
Faktoren, die durch Interferone vermittelte antivirale Mechanismen blockieren (Kap. 1.2).
Aber auch andere Viren sind in der Lage wichtige Komponenten mit Hilfe von RNA- bzw.
Proteinmodulatoren in ihrer Funktion zu inhibieren.
Adeno-, Polio- und Herpes simplex-Viren verfolgen dabei unterschiedliche Wege.
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Durch die Transkription sogenannter VAI RNA (Virus Associated I RNA), die antagonistisch
an die PKR bindet, inhibieren Adeno-Viren die Aktivierung der PKR (Mathews und Shenk,
1991). Die Infektion von Zellen mit Polio-Viren führt dagegen zur Degradierung von PKR-
Molekülen (Black et al., 1993). Bislang konnte jedoch die für die Spaltung zuständige
Protease nicht identifiziert werden. Während Adeno- und Polio-Viren die PKR direkt
angreifen, interagiert das γ34.5-Protein von HSV mit der Phosphatase 1α. Das durch die
aktive PKR phosphorylierte und inaktivierte Substrat, der Translations-Initiationsfaktor
eIF-2α, wird durch die Phosphatase 1α reaktiviert (He et al., 1997). Auf diese Weise hebt das
Virus die IFN-induzierte Blockade der Proteinbiosynthese wieder auf.
Virale Eingriffe in das Zytokinnetzwerk richten sich neben dem Interferonsystem vor allem
gegen inflammatorische Zytokine. Dazu gehören Vertreter der Tumornekrosefaktoren (TNF)
sowie der IL-1- bzw. Chemokin-Familie (Spriggs, 1996).
Alle Zytokine aus der TNF-Familie sind Proteine mit einer trimeren Struktur, die meist auf
der Zelloberfläche in membranassoziierter Form vorliegen. TNF-α und TNF-β können
zusätzlich in einer löslichen Form von T-Zellen und Makrophagen bzw. inflammatorischen
CD4+ T-Zellen produziert werden. Die lokale Freisetzung von TNF-α führt zur verstärkten
Einwanderung von phagozytierenden Zellen und Lymphozyten in infiziertes Gewebe.
Gleichzeitig fördert TNF-α die Blutgerinnung und als Folge den Verschluss der Blutgefäße
am Infektionsort, so dass Pathogene keine systemische Infektion hervorrufen können. TNF-β,
auch als Lymphotoxin bezeichnet, wirkt direkt auf verschiedene Zelltypen (z.B. T-Zellen)
zytotoxisch (Janeway et al., 1999). Ursprünglich wurden beide Zytokine als Produkte von
Lymphozyten und Makrophagen identifiziert, die insbesondere Tumorzellen lysieren können
(Granger et al., 1969; Carswell et al., 1975). Außerdem sind TNF-α und TNF-β wichtige
Mediatoren bei der Aktivierung von Zellen der angeborenen und adaptiven Immunabwehr.
Ein weiteres Mitglied der TNF-Familie ist der membranassoziierte Fas-Ligand. Der Rezeptor
(Fas) dieses Liganden wird auf vielen Zellen exprimiert und induziert nach Aktivierung den
programmierten Zelltod. CTLs vermitteln auf diese Weise ihre zytotoxische Wirkung
(Janeway et al., 1999).
Aufgrund des weiten Spektrums an biologischen und antiviralen Funktionen der Proteine aus
der TNF-Familie können Viren durch Abfangen dieser wichtigen Mediatoren die
Immunabwehr des Wirts entscheidend schwächen. Verschiedene Viren verfügen über lösliche
Rezeptoren, die homolog zu TNF-Rezeptoren (TNFR) in Säugerzellen sind. Die viralen
Rezeptoren („Virozeptoren“) des Myxoma- und Shope fibroma-Virus binden wie der zelluläre
p75 TNFR sowohl TNF-α als auch TNF-β (Smith et al., 1991; Upton et al., 1991).
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Für das ebenfalls zu den Pocken-Viren gehörende Vaccinia-Virus konnten weitere TNF-
bindende Faktoren identifiziert werden (Kap. 1.2.1). Adenoviral kodierte Proteine
interagieren nicht mit TNF selbst, sondern inhibieren die durch TNFR initiierte Signalkaskade
(Gooding et al., 1990; Wold et al., 1994).
Im Gegensatz zu den viralen TNFR, die TNF-α und TNF-β binden, besitzen viral kodierte
IL-1-Rezeptoren (vIL-1R) eine klare Präferenz zugunsten der β-Form von IL-1 (IL-1β). Die
bevorzugte Interaktion mit IL-1β ist um so bemerkenswerter, da vIL-1R von Orthopox-Viren
(Kap. 1.2.1) homolog zum zellulären IL-1-Rezeptor des Typs II sind (cIL-1R2) (Alcami und
Smith, 1992; Spriggs et al., 1992). cIL-1R2 unterscheidet sich von dem signaltrans-
duzierenden Rezeptor Typ I (cIL-1R1) durch eine stark verkürzte zytoplasmatische Domäne.
Da cIL-1R2 aufgrund dieser Deletion keine Signalübertragung vermitteln kann, wird er auch
als „Decoy“-Rezeptor (engl. „Köder“) bezeichnet (Colotta et al., 1994). Seine biologische
Funktion liegt in der Kontrolle der von IL-1 induzierten Immunreaktionen. Insbesondere die
systemischen Auswirkungen der durch IL-1β, TNF-α und Interleukin-6 (IL-6) ausgelösten
Akut-Phase-Reaktion gilt es zu regulieren. Alcami und Smith (1992) konnten zeigen, dass
Vaccinia-Viren, die kein vIL-1R synthetisieren, stärkere Krankheitssymptome und eine
höhere Mortalität als Wildtyp-Viren hervorrufen. Die Produktion von IL-1 wird durch andere
Zytokine (z.B. TNF-α, TNF-β, IFN-γ), bakterielle Endotoxine und virale Komponenten
stimuliert (Colotta et al., 1994; Janeway et al., 1999).
Zusammen mit TNF-α/-β  und IL-1β gehören auch Mitglieder der Chemokine zu den
inflamma-torischen Mediatoren, die unmittelbar als Antwort auf eine virale Infektion gebildet
werden. Die Familie der Chemokine besteht aus sequenzverwandten Polypeptiden mit einer
Größe von 8-10 kDa, die von verschiedenen Zellarten synthetisiert werden. Alle Mitglieder
dieser Proteinfamilie wirken chemotaktisch und rekrutieren so Monozyten, Makrophagen und
andere Effektorzellen am Infektionsort (Janeway et al., 1999). Die Chemokine zeichnen sich
bis auf eine Ausnahme durch vier Cysteinreste aus. Die N-terminal gelegenen Cysteinreste
bilden ein charakteristisches Motiv, welches für die Klassifizierung der Moleküle herange-
zogen wird: 1) CXC- oder α-Chemokine; 2) CC oder β-Chemokine; 3) C- oder γ-Chemokine;
4) CX3C- oder δ-Chemokine. Lymphotactin, welches mit nur zwei Cysteinresten nicht in das
allgemeingültige Muster passt, ist das einzige identifizierte γ-Chemokin (Kelner et al., 1994).
Es ist bis heute ebenfalls nur ein Vertreter der δ-Chemokine bekannt (Bazan et al., 1997).
Interleukin-8 (IL-8) gehört zu den α-Chemokinen, die vor allem Neutrophile anlocken.
Monozyten/Makrophagen und T-Lymphozyten werden dagegen von den β-Chemokinen
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chemotaktisch an die Infektionsstelle geleitet (Janeway et al., 1999).
Um die Rekrutierung von Immunzellen zu verhindern, haben Viren ein Arsenal an
membrangebundenen Virozeptoren entwickelt, die mit den wirtseigenen Chemokinen
interagieren. Zelluläre Chemokinrezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GCR),
die als integrale Membranproteine auftreten. HCMV kodiert mit UL33, US27 und US28 drei
GCR-Homologe (Chee et al., 1990). US28 besitzt auf Aminosäureebene eine 30 %ige
Sequenzübereinstimmung mit zellulären β-Chemokinrezeptoren (CCR1). Der Virozeptor
bindet die β-Chemokine RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and
secreted), MIP-1α bzw. MIP-1β (macrophage inflammatory protein-1α, -1β) und MCP-1
bzw. MCP-3 (monocyte chemoattractant protein-1, -3). Dagegen werden α-Chemokine wie
z.B. IL-8 und IP-10 (interferon inducible protein-10) nicht durch US28 abgefangen (Gao und
Murphy, 1994; Bodaghi et al., 1998). Der Virozeptor ECRF3 des Herpes-Virus saimiri
(HVS) weist genau die entgegengesetzte Spezifität auf. ECRF3 interagiert nicht mit β-
Chemokinen, bindet aber IL-8 und GRO (growth regulated oncogene) (Ahuja und Murphy,
1993).
Andere Viren wiederum verfügen über Chemokin-Homologe, die antagonistisch zelluläre
Rezeptoren besetzen und so die Signaltransduktion inhibieren. Das Genprodukt MC148 des
Molluscum contagiosum-Virus (MCV) bindet an den β-Chemokinrezeptor CCR8 und
verhindert so die Rekrutierung von TH2-Zellen. In den gleichen Versuchen konnte die
antagonistische Wirkung des MIP-II Proteins aus HHV-8 alle Klassen der Chemokin-
rezeptoren betreffend gezeigt werden (Luttichau et al., 2000).
Zusätzlich zu den viralen Rezeptorantagonisten, die vermutlich durch die Integration
wirtsspezifischer Nukleotidsequenzen übernommen worden sind, konnten virale Homologe
zellulärer Zytokine („Virokine“) identifiziert werden. Ein Beispiel dafür ist das immun-
suppressive und antiinflammatorisch wirkende Interleukin-10 (IL-10). Virale IL-10-
Homologe (vIL-10) wurden sowohl in den γ-Herpes-Viren EBV und EHV-2 (Equines
Herpes-Virus Typ 2) als auch in dem zu den Parapox-Viren gehörenden Orf- (ORFV) oder
Parapox-Virus ovis (PPVO) entdeckt (Hsu et al., 1990; Rode et al., 1993; Fleming et al.,
2000). IL-10 inhibiert die Produktion vieler Zytokine, die für die Aktivierung und
Rekrutierung von Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, NK-Zellen, T- und B-Zellen
notwendig sind. Durch die Reduktion der für eine TH1-vermittelte antivirale Abwehr
essenziellen Antigenpräsentation und IFN-γ-Synthese wird die Immunantwort in die TH2-
gesteuerte Schiene umgeleitet (Pretolani, 1999).
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1.1.4 Regulation des programmierten Zelltods (Apoptose)
Der als Apoptose bezeichnete Prozess des programmierten Zelltodes ist ein notwendiges
Kontrollinstrument, um die Balance in Zellpopulationen aufrecht zu erhalten. Während einige
Zellen proliferieren, werden nicht mehr benötigte Zellen durch gezielte interne oder externe
Stimuli eliminiert. Diese Dynamik finden wir auch bei der Entwicklung und Wirkung von
Immunzellen.
Apoptose wird oft durch sogenannte Todes-Rezeptoren ausgelöst. Sämtliche dieser
Rezeptoren gehören zur TNFR-Superfamilie. Als Beispiel wurde bereits Fas (CD95)
vorgestellt (Kap. 1.1.3). Letztendlich führen alle Apoptose-induzierenden Signalwege zur
Aktivierung verschiedener Cysteinproteasen (Caspasen). Diese Enzyme degradieren gezielt
Proteine des Zytoskeletts und der nuklearen Lamina durch C-terminale Spaltung nach
Aspartatresten. Apoptotische Zellen können leicht anhand der fragmentierten genomischen
DNA im Zellkern identifiziert werden (Janeway et al., 1999).
Im Lebenszyklus von DNA-Viren ist die Inhibierung der Apoptose als Schlüsselfunktion
integriert (Everett und McFadden, 1999). Herpes- und Adeno-Viren haben antiapoptotische
Faktoren entwickelt, die entweder den TNF/Fas-induzierten Signalweg inhibieren oder
Homologe des zellulären Proto-Onkogens bcl-2 darstellen. bcl-2 wurde ursprünglich an einer
chromosomalen Bruchstelle eines B-Zell-Lymphoms identifiziert. Die antiapoptotische
Wirkung des exprimierten Genprodukts Bcl-2 konnte sowohl in vitro als auch in vivo
nachgewiesen werden. Das bcl-2-Gen gehört zu einer kleinen Familie von Genen, die den
programmierten Zelltod entweder inhibieren oder fördern können (Janeway et al., 1999).
EBV-BHRF1 ist ein virales Homolog von Bcl-2 und schützt B-Zellen unter Apoptose-
induzierenden Bedingungen vor dem Zelltod (Henderson et al., 1993). Mit der Entdeckung
des adeno-viral kodierten E1B-19K-Proteins konnte ein weiteres virales Bcl-2-Homolog
identifiziert werden (Yasuda et al., 1998). Adeno-Viren sind außerdem in der Lage, die
Expression von Fas auf der Zelloberfläche zu inhibieren. Das verantwortliche Genprodukt E3-
10.4K/14.5K induziert jedoch keine Reduktion von TNFR-1, wie das von EBV exprimierte
LMP (latent infection membrane protein)-1 (Shisler et al., 1997). LMP-1 bindet das TNFR-
assoziierte Protein-1 (TRAF-1) und verhindert so die TNFR-1 (p55)-induzierte Apoptose
(Mosialos et al., 1995).
Auch Pocken-Viren verfügen über Faktoren, die TNFR-1/Fas-Signalwege blockieren. M-T2,
ein TNFR-Homolog des Myxoma-Virus, fängt extrazelluläres TNF-α ab und vermittelt
gleichzeitig intrazellulären Apoptoseschutz (Schreiber et al., 1997). Proteine wie MC159 von
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MCV, die sogenannte DEDs (death effector domains) enthalten, können mit Adaptor-
molekülen interagieren und auf diese Weise die Signaltransduktion unterbrechen (Bertin et
al., 1997).
Eine andere Möglichkeit der Verhinderung von Apoptose ergibt sich aus der Inhibierung von
Caspasen. Einer der ersten beschriebenen viralen Caspaseinhibitoren ist das Produkt des
Kuhpocken-Gens crmA (Tewari und Dixit, 1995). Der Proteaseinhibitor CrmA gehört zur
Familie der Serpine (Serinprotease-Inhibitor) und besitzt die Fähigkeit spezifisch mit
Caspase-1 (IL-1β converting enzyme, ICE) und Caspase-8 (Fas-associated death-domain-like
IL-1β converting enzyme, FLICE) zu interagieren (Zhou et al., 1997).
Durch Genomanalyse des Myxoma-Virus konnten Petit et al. (1996) ein weiteres Mitglied aus
der Familie der viralen Serpine identifizieren. Das rekombinant hergestellte Protein Serp-2
des Myxoma-Virus bindet ebenso wie das B13R-Genprodukt des Vaccinia-Virus an Caspase-
1 (ICE) (Kettle et al., 1997).
1.2 Immunmodulatorische Komponenten von Pocken-Viren
Die Familie der Pocken-Viren (Poxviridae) ist vor allem durch zwei Vertreter der Orthopox-
Viren bekannt geworden: Variola- oder Smallpox- und Vaccinia-Virus. Seit Edward Jenners
Entdeckung des Vaccinia-Virus (VV) im Jahre 1796 und dem erfolgreichen Einsatz gegen die
durch das Variola-Virus ausgelöste Pockenkrankheit gehört Vaccinia zu den am intensivsten
untersuchten Virusspezies.
Mit dem Parapox-Virus PPVO kommt ein weiteres „Prototyp-Virus“ aus der Familie der
Poxviridae. Sowohl Vaccinia als auch Parapox ovis gehören zur Unterfamilie der Chordopox-
virinae, die im Gegensatz zu den Entomopoxvirinae Vertebraten-spezifisch sind.
Eine Infektion mit Parapox ovis führt bei Schafen, Ziegen und auch beim Menschen zu
akuten und gelegentlich chronischen Hauterkrankungen (Haig und Mercer, 1998). Die bei
Schafen und Ziegen durch PPVO ausgelöste kontagiöse Dermatitis (Ecthyma contagiosum,
Orf) hat selten Todesfälle zur Folge, verursacht jedoch aufgrund einer Morbiditätsrate von bis
zu 100 % weltweit merkliche ökonomische Schäden bei der Viehzucht (Gardiner et al., 1967).
Die bei Orf lokal auftretenden Läsionen der Haut bzw. Mundschleimhaut sprechen gegen eine
systemische Verbreitung des Erregers, wie sie im Fall des Variola-Virus detektierbar ist.
Trotzdem konnte bis heute kein langanhaltender Impfschutz gegen PPVO erreicht werden.
Eine Impfung wirkt nur gegen die klinische Symptomatik, verhindert jedoch nicht die
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Reinfektion (Haig und Mercer, 1998). Dies ist bemerkenswert, da PPVO eine typische
antivirale zellvermittelte Immunantwort induziert. Für einen Schutz vor der Infektion mit
PPVO sind vor allem INF-γ und CD4+ T-Zellen verantwortlich (Haig und McInnes, 2002).
Abb. 1
Systematische Klassifizierung von Vaccinia-Virus (VV) und Parapox-Virus ovis (PPVO). Beide Virusspezies
gehören verschiedenen Genera innerhalb der Unterfamilie der Chordopoxvirinae an. Zur Vereinfachung wurden
nur für die Einteilung von VV und PPVO relevante Genera dargestellt (modifiziert nach International Committee
on Taxonomy of Viruses, ICTV).
1.2.1 Immunmodulation durch Vaccinia-Virus, dem Prototyp der Orthopox-Viren
Mit der fortschreitenden Sequenzierung verschiedener Pocken-Virus-Genome wächst auch
die Zahl neu identifizierter pockenviraler Homologe zellulärer Gene. Die viralen Homologe
werden nach ihrer Funktion und der Lokalisation im Gewebe eingeteilt (Tab. 2).
Bislang wurden 14 Genprodukte des Vaccinia-Virus charakterisiert, die zelluläre Gegenstücke
besitzen. Das in Tabelle 1 ebenfalls aufgeführte lösliche 35 kDa Chemokin-bindende Protein
(CBP) bildet hierbei eine Ausnahme. Alle bekannten zellulären Chemokinrezeptoren sind
integrale Membranproteine mit sieben transmembranen Domänen und kommen nicht in
löslicher Form vor. Es wird daher postuliert, dass möglicherweise ein lösliches zelluläres
Homolog zu CBP existiert, welches noch nicht identifiziert worden ist (Alcami et al., 1998).
Die Mehrzahl der immunmodulatorischen Faktoren von Vaccinia wird sezerniert und ist
extrazellulär lokalisiert. Dazu gehören vor allem die als Virozeptoren bezeichneten löslichen
viralen Zytokinrezeptorhomologe, aber auch das Komplement-Kontroll-Protein (VCP) und
der Wachstumsfaktor VGF (Tab. 2). Mit Hilfe der Ausschüttung von Rezeptorhomologen
werden die entsprechenden Zytokine, die als Antwort auf die Infektion vom Immunsystem
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Tab. 2
Genprodukte des Vaccinia-Virus mit immunmodulatorischen Eigenschaften (nach Bugert und Darai, 2000). Die
Vaccinia-Genprodukte sind in die drei Kategorien extrazellulär, membranassoziiert und intrazellulär eingeteilt.
In der zweiten Spalte ist die Funktion des viralen Homologs auf zellulärer Ebene angegeben. Den
Bezeichnungen des Gens im Vaccinia-Genom ist der jeweilige Stamm zugeordnet (COP = Copenhagen;
LIS = Lister; WR = Western Reserve). Der nachgewiesenen bzw. vorhergesagten Funktion folgen die
entsprechenden Literaturverweise.
Das Vaccinia-Virus ist dadurch in der Lage, die Wirkung dieser Zytokine zu neutralisieren.
Vergleichbar mit den Virozeptoren bindet VCP die Plasmaproteine C3b und C4b, was eine
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Blockade der klassischen und alternativen Komplementkaskade zur Folge hat (McKenzie et
al., 1992).
„Extrazelluläre umhüllte Virionen“ (EEVs) verfügen über ein membranassoziiertes Protein,
dessen extrazelluläre Domäne mit VCP Sequenzübereinstimmung aufweist. Es wird daher
angenommen, dass auch dieses Genprodukt daran beteiligt ist, den Abwehrmechanismen des
Komplementsystems zu entkommen (Herrera et al., 1998). Zudem exprimieren EEVs einen
membranassoziierten IFN-Rezeptor (IFNR), der Typ I-Interferone bindet. Durch die Synthese
einer Zelloberflächenvariante und einer löslichen Form inhibieren EEVs autokrine und
parakrine Funktionen von IFN-α/-β (Colamonici et al., 1995).
VV kodiert insgesamt vier Genprodukte, die mit dem IFN-System des Wirts interferieren: Ein
sezernierter IFN-γ-Rezeptor, ein EEV-spezifischer Typ I-IFNR und zwei intrazelluläre
Inhibitoren der PKR (Kap. 1.1.3) sind bisher identifiziert worden (Abb.). Die beiden PKR-
Inhibitoren gpE3L und gpK3L binden direkt an das Enzym und verhindern auf diese Weise
die Abschaltung der Proteinbiosynthese (Sharp et al., 1997; Sharp et al., 1998). Zu den
intrazellulären immunmodulatorisch wirkenden Vaccinia-Proteinen zählen außerdem ein
Caspaseinhibitor (Kap. 1.1.4) und zwei Antioxidanzien. Die Genprodukte von O2L und G4L
stellen funktionelle Glutaredoxine dar, die in die Virusmorphogenese involviert sind (s.a.
Kap. 3.3.1).
Wie am Beispiel des Vaccinia-Virus geschildert, attackieren Pocken-Viren die Immunabwehr
des Wirts durch den Eingriff in das Interferonsystem zu einem frühen Zeitpunkt. Im
Gegensatz zu anderen DNA-Viren scheinen sie keine Werkzeuge entwickelt zu haben, um die
Komponenten der Antigenpräsentation direkt anzugreifen.
1.2.2 Immunmodulatorische Faktoren von PPVO, dem Prototyp der Parapox-Viren
Im Vergleich zu den Orthopox-Viren stehen von den Mitgliedern des Genus der Parapox-
Viren weit weniger Sequenzdaten zur Verfügung. Vor kurzem wurde mit der Sequenz des
Parapox ovis-Stamms D1701 das erste vollständige Parapox-Genom publiziert (Friederichs,
2001). Sequenzabschnitte aus unterschiedlichen Regionen des Genoms des neuseeländischen
PPVO-Stamms NZ2 sind in Datenbanken veröffentlicht worden.
Aus den Analysen der Sequenzdaten und funktionellen Untersuchungen sind bislang fünf
sezernierte immunmodulatorische Proteine von PPVO hervorgegangen. Die entsprechenden
Gene liegen in den terminalen Regionen des viralen Genoms. In den terminalen Bereichen
pockenviraler Genomsequenzen werden vor allem Virulenzfaktoren, zu denen auch die
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immunmodulatorischen Proteine zählen, kodiert. In den zentralen Sequenzabschnitten des
doppelsträngigen (ds) DNA-Moleküls befinden sich die sogenannten essenziellen Gene, deren
Genprodukte für den Zusammenbau neuer Virionen notwendig sind. Diese Genomorgani-
sation ist innerhalb der Poxviridae konserviert (Mercer et al., 1995; Haig und Fleming, 1999).
Unter den fünf identifizierten immunmodulatorischen Proteinen von PPVO befindet sich ein
IFN-Resistenzgen, dessen Genprodukt funktional seinem Ortholog gpE3L aus Vaccinia-Virus
entspricht. ovIFNR bindet ebenfalls dsRNA und inhibiert die ovine PKR (Haig et al., 1998;
McInnes et al., 1998). Besonders hervorzuheben ist das erste in Pocken-Viren beschriebene
Interleukin-10 (IL-10)-Ortholog. Das von PPVO kodierte OV-IL-10 hat auf Aminosäure-
ebene eine Sequenzübereinstimmung von 80 % mit ovinem IL-10 (s.a. Kap. 3.1.2). Sowohl
das zelluläre als auch das virale Protein besitzen gleiche antiinflammatorische sowie immun-
stimulatorische Eigenschaften (Haig et al., 2002). Eine weitere Besonderheit stellt ein als GIF
bezeichnetes inhibitorisches Protein dar. GIF bindet den ovinen „Granulozyten-Makrophagen
stimulierenden Faktor“ (GM-CSF) und ovines Interleukin-2 (IL-2). Zusammen mit OVIFNR
und OV-IL-10 vermittelt dieser inhibitorische Faktor einen wirksamen Schutz vor der
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factor (VEGF) bindet an
VEGF-R2: Angiogenese
(Lyttle et al., 1994)
(Meyer et al., 1999)
(Wise et al., 1999)
Tab. 3
Genprodukte von PPVO mit immunmodulatorischen Eigenschaften. In der ersten Spalte ist die Funktion des
viralen Homologs auf zellulärer Ebene angegeben. Den Bezeichnungen des Gens im PPVO-Genom ist der
jeweilige Stamm zugeordnet. Identifizierte Vaccinia-Orthologe sind in der dritten Spalte aufgeführt. Der
nachgewiesenen bzw. vorhergesagten Funktion folgen die entsprechenden Literaturverweise.
Vor kurzem wurde die Funktion eines GIF-verwandten Proteins aus PPVO enthüllt. Dieses
Chemokin-bindende Protein (OV-CBP) aus der T1/35kDa-Familie der Orthopox- und
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Leporipox-Viren wurde in den PPVO-Stämmen NZ2 und NZ7 identifiziert. OV-CBP hat die
Fähigkeit sowohl β- als auch γ-Chemokine zu binden (Seet et al., 2002).
An den rechten Genomtermini der PPVO-Stämme NZ2 und NZ7 ist jeweils ein nicht-
essenzielles Gen lokalisiert, welches für ein virales Ortholog des „Vascular endothelial
growth factors“ (VEGF) kodiert (Lyttle et al., 1994). Im Genom des attenuierten PPVO-
Stamms D1701 ist als Folge der Rekombination von nicht-homologen terminalen Sequenz-
abschnitten eine zweite Kopie des VEGF-Gens am linken Genomterminus enthalten (Cottone
et al., 1998). Die VEGF-Orthologe sind wichtige Virulenzfaktoren und haben vermutlich die
Aufgabe durch gesteigerte Epithelzellproliferation mehr Wirtszellen für die Virusvermehrung
bereit zu stellen (Savory et al., 2000).
Viren besitzen nur eine relativ geringe Kapazität für die eigene und zusätzlich aufgenommene
Erbinformation. Daher liegt die Vermutung nahe, dass nur für die weitere Existenz
bedrohliche Komponenten des Immunsystems entweder blockiert oder sogar vom Virus
übernommen und gegen den Wirt eingesetzt werden. Da PPVO gezielt die inflammatorische
und zellvermittelte antivirale Immunantwort stört, kann postuliert werden, dass genau diese
zellulären Mechanismen für eine effektive antivirale Abwehr wichtig sind. Deshalb haben die
Poxviridae einen wirksamen Schutz entwickelt, der die beschriebenen Immunreaktionen
unterbindet.
Nach Deletion der immunsupprimierenden Gene oder der Inaktivierung von Pocken-Viren
kann dagegen eine starke inflammatorische und zellvermittelte Immunantwort beobachtet
werden (Moss, 1996). Versuche mit dem PPVO-Stamm D1701 erbrachten erste Hinweise für
eine immunstimulatorische Wirkung von inaktiviertem Parapox-Virus ovis (iPPVO) (Mayr et
al., 1978).
1.3 Baypamune®:
Ein auf Parapox-Virus ovis D1701 basierender Immunmodulator
Die Hauptkomponente des Immunmodulators Baypamune® ist der attenuierte ursprünglich
aus Deutschland stammende PPVO-Stamm D1701. Aufgrund der insgesamt ~180 Passagen
auf verschiedenen Zelllinien haben in den terminalen Regionen des Genoms sowohl
Gendeletionen als auch –duplikationen stattgefunden (Kap. 1.2.2). Im Produktionsablauf
werden Rindernierenzellen mit PPVO D1701 infiziert und nach Erreichen eines zyto-
pathogenen Effekts von (CPE) > 90 % geerntet (s.a. Kap. 2.5.1). Durch zwei Filtrations-
schritte werden die viralen Partikel von den zellulären Bestandteilen befreit. Nach der
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Bestimmung des Virustiters (Kap. 2.5.5) erfolgt die chemische Virusinaktivierung mit Hilfe
von binärem Ethylenimin (BEI). Überschüssiges BEI wird anschließend durch die Zugabe
von Thiosulfatlösung neutralisiert. Schließlich wird der Suspension Polygeline als Stabilisator
zugesetzt und lyophilisiert.
1.3.1 Anwendungsgebiete und Indikationen
Baypamune® wird als Tierarzneimittel zur Vorbeugung und Behandlung von infektiösen bzw.
Stress-induzierten Erkrankungen bei Hunden, Katzen, Pferden, Rindern und Schweinen
angewandt. Am Beispiel einer respiratorischen Herpes-Virus-Infektion von Rindern konnte in
klinischen Studien die Wirksamkeit gegen die durch BHV-1 verursachte infektiöse bovine
Rhinotracheitis (IBR) nachgewiesen werden (Strube et al., 1989; Castrucci et al., 1996;
Castrucci et al., 1998; Castrucci et al., 2000). „Crowding“-assoziierte respiratorische
Erkrankungen bei Rindern, Pferden und Schweinen, wie sie oft bei Transporten und
Ausstellungen auftreten, wurden ebenfalls durch die prophylaktische Gabe von Baypamune®
reduziert (Mayr et al., 1986; Ziebell et al., 1997a; Ziebell et al., 1997b).
In der Schweinezucht findet der Immunmodulator vielfältige Anwendungsgebiete. Unter
anderem schützt der präventive Einsatz von Baypamune® Ferkel vor den Auswirkungen des
„Post weaning diarrhoea syndrome“ (PWDS) und des „Wasting pig syndrome“ (WPS),
welche in der Regel zu erhöhten Mortalitätsraten führen (Kyriakis et al., 1998). Bei Katzen
wird Baypamune® in der Therapie gegen chronische Stomatitis und infektiöse Peritonitis
verwendet (Mayr et al., 1991; Bolcskei und Bilkei, 1995).
Zusätzlich zu den klinischen Studien liegen Ergebnisse aus verschiedenen Tiermodellen vor.
Die prophylaktische Gabe von Baypamune® hat in in vivo Versuchen mit Mäusen einen
signifikanten Schutz vor der Belastung mit unterschiedlichen Pathogenen vermittelt. Dabei
zeigte sich der Immunmodulator sowohl gegen Viren als auch gegen Bakterien wirksam.
Tiere, die nach der Applikation von Baypamune® mit Pseudomonas aeruginosa, E. coli und
Pasteurella multocida belastet wurden, waren vor der Infektion geschützt. Die antivirale
Wirkung wurde in Versuchen mit vesikulären Stomatitis-Virus (VSV) und PRV (Aujeszky-
Virus) demonstriert (Buttner und Mayr, 1986; Mayr et al., 1986; Mayr und Mayr, 1995).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Baypamune® nicht nur die Virämie im Blut von
Hepatitis B-Virus (HBV) transgenen Mäusen stark senkt, sondern dass dieser antivirale Effekt
mit keinerlei Gewebeschädigung der Leber einhergeht (Prof. Dr. P. Knolle und Dr. A.
Limmer, Universität Bonn, persönliche Mitteilung; Weber et al., 1999).
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Die Analyse von Baypamune® in zwei weiteren Tiermodellen bestätigte die hepato-
protektiven Eigenschaften. Bei Ratten durch Tetrachlorkohlenstoff bzw. heterologem
Schweineserum induzierte Leberfibrose ließ sich durch die Behandlung mit Baypamune® in
signifikantem Maße reduzieren (Hirth-Dietrich et al., 2000).
Bemerkenswert ist die anticancerogene Wirkung, die bei der Therapie von Mammatumoren
der Hündin detektiert wurde. Die Applikation des Immunmodulators führte zur Reduktion des
zu behandelnden Tumors und gleichzeitig zur Revitalisierung der Tiere. In einigen Fällen
wurde sogar der Rückgang ebenfalls vorhandener Lungenmetastasen verzeichnet (Berg und
Rüsse, 1994). Obwohl Baypamune® einen schwächeren anticancerogenen Effekt als die
gängigen Chemotherapeutika besitzt, sind auch die Ergebnisse aus in vivo Mausversuchen
signifikant. Zudem konnte kein Gewichtsverlust der Tiere, wie er in der Chemotherapie als
Nebenwirkung auftritt, festgestellt werden (Prof. Dr. H. Fiebig, Oncotest GmbH, Freiburg).
1.3.2 Untersuchung des Wirkmechanismus
Obwohl verschiedene Modellsysteme für die Analyse der immunmodulatorischen Wirkung
von PPVO im Allgemeinen und Baypamune® im Speziellen zur Verfügung stehen, konnte der
Mechanismus bislang nicht vollständig aufgeklärt werden. Eine Ursache liegt möglicherweise
in den Spezies-spezifischen Unterschieden des Immunsystems. Zytokinanalysen von
humanen und procinen peripheren Blut-mononuklearen Zellen (PBMCs) ergaben überein-
stimmend nach in vitro-Stimulation mit PPVO bzw. Baypamune® eine Induktion von IFN-γ
(Fachinger et al., 2000; Fachinger, 2000; Friebe, 2001). In Milz- und Lymphknotenzellen von
Mäusen konnte nach i.p.-Applikation ebenfalls eine IFN-γ-Induktion beobachtet werden
(Weber et al., 1999).
Zusammen mit der nach Baypamune®-Behandlung detektierten gesteigerten Phagozytoserate
von Granulozyten und NK-Zellaktivität lassen diese Versuchsergebnisse auf die Stimulation
der angeborenen nicht-adaptiven Immunantwort schließen (Mayr et al., 1986; Mayr et al.,
1989; Mayr et al., 1997). In vitro Analysen von porcinen PBMCs lieferten dagegen keine
Bestätigung dieser Hypothese. Da die Stimulation mit Baypamune® die Proliferation von TH2-
Zellen anregt, ist vielmehr eine Aktivierung der adaptiven Immunantwort wahrscheinlich
(Fachinger et al., 2000; Fachinger, 2000). Weiterführende Untersuchungen der Baypamune®-
induzierten Proliferation von TH2-Zellen haben gezeigt, dass iPPVO im Schwein alle
Voraussetzungen erfüllt, um als Superantigen zu wirken (Fachinger et al., 2000).
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Die in vivo Analyse des zeitlichen Verlaufs der Zytokininduktion in Mäusen durch iPPVO
bzw. Baypamune® ergab bereits 6-12 Stunden nach Applikation einen Anstieg von IL-12,
IL-15, IL-18, IFN-γ und TNF-α (Weber et al., 1999). Vor allem deutet der Anstieg von IL-12
und IFN-γ auf eine zellvermittelte TH1-Immunantwort hin. Nach ungefähr 18 Stunden ändert
sich die Situation zu Gunsten der humoralen TH2-Antwort, welche sich in der verstärkten
Produktion von IL-4 und der Abnahme von IFN-γ widerspiegelt (Weber et al., 1999).
1.3.3 Analyse wirksamer Komponenten
Pocken-Viren besitzen neben spezifischen immunogenen Epitopen auch paraspezifisch aktive
Proteinkomplexe in ihrer umgebenden Virushülle. Die sogenannte Paramunität fasst die
unspezifischen Mechanismen der Infektionsabwehr zusammen. Die durch Passierung auf
unterschiedlichen Zelllinien erfolgte Attenuierung der Viren führt zur Reduktion spezifischer
Komponenten und fördert so die paraspezifische Aktivität des Virus (Wilcox und Cohen,
1969; Mayr et al., 1989; Forster et al., 1994). Ein vollständiger Verlust der für die Induktion
einer spezifischen Immunität essenziellen Epitope tritt bei inaktivierten attenuierten Pocken-
Viren auf. Dies ist eine Ursache für die bis heute erfolglose Suche nach einem wirksamen
Todimpfstoff gegen Variola-Virus (Moss, 1996).
Untersuchungen zur Charakterisierung der paraspezifischen bzw. immunstimulatorischen
Eigenschaften des Vaccinia-Impfstamms MVA haben gezeigt, dass MVA in inaktivierter
Form die Phagozytose und NK-Zellaktivität bei Mensch und Tier stimuliert. Außerdem
konnte eine Induktion von INF-γ, IL-12 und IL-2 nachgewiesen werden (Vilsmeier, 1999).
Obwohl ein mit Baypamune® bzw. iPPVO vergleichbarer induktiver Effekt vorliegt,
unterscheiden sich Parapox ovis- und Vaccinia-Viren in ihrer immunstimulatorischen
Wirkung.
Im Vergleich mit den PPVO-Stämmen D1701, NZ2 und NZ7 ist der Vaccinia-Stamm Lister
(Elstree) nicht in der Lage, Mäuse im Aujeszky Maus Modell vor einer letalen Dosis PRV zu
schützen. PPVO NZ2 zeigt den stärksten immunstimulatorischen Effekt (Friederichs, 2001).
Die Analyse in zwei weiteren Modellsystemen konnte diese Ergebnisse bestätigen. Im
Gegensatz zu PPVO induziert Vaccinia Lister weder die Produktion von IFN-γ und TNF-α in
humanem Vollblut noch kann das Orthopox-Virus die Kreuzpräsentation von exogenem
Antigen auf MHC Klasse I-Molekülen in Leberendothelzellen (LSECs) stimulieren (Friebe,
2001; Prof. Dr. P. Knolle, Universität Bonn, persönliche Mitteilung).
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Zur Charakterisierung der immunstimulatorisch aktiven PPVO-Komponente(n) wurde ein
biochemischer Ansatz gewählt. Friederichs (2001) konnte zeigen, dass nicht die GC-reiche
PPVO-DNA, sondern eine oder mehrere virusassoziierte Proteinkomponente(n) für den
immunstimulatorischen Effekt verantwortlich ist (sind).
Um gezielt verschiedene Sequenzabschnitte des PPVO-Genoms auf potenzielle immun-
stimulatorische Gene zu überprüfen, wurden rekombinante Vaccinia Lister-Viren verwendet,
die überlappende DNA-Fragmente aus unterschiedlichen Regionen des PPVO-Stamms NZ2
enthalten (Mercer et al., 1997). Von den insgesamt 16 Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2
(VVOV) Rekombinanten wurden drei im Aujeszky Maus Modell als immunstimulatorisch
aktiv getestet (Friederichs, 2001). Weitere sechs VVOV Rekombinanten wurden durch





Induktion von TNF-α und
IFN-γ in humanem Vollblut
(Friebe, 2001)
Effekt auf MHC I-
Kreuzpräsentation
(ZMBH)
VVOV 215 protektiv - -
VVOV 97 - induzierend stimulierend
VVOV 96 - induzierend stimulierend
VVOV 245 protektiv - -
VVOV 285 protektiv induzierend stimulierend
VVOV 243 - induzierend -
VVOV 283 - - stimulierend
VVOV 330 protektiv induzierend stimulierend
VVOV 82 - - inhibierend
Tab. 4
Immunmodulatorische VVOV Rekombinanten. Es wurden insgesamt neun Rekombinanten in drei Modell-
systemen als immunmodulatorisch aktiv getestet. Die genaue Bezeichnung der VVOV Rekombinanten ist in der
linken Spalte zu finden, die Wirkung in den Modellsystemen ist in den folgenden Spalten aufgeführt. Die
Analyse der MHC I-Kreuzpräsentation in LSECs wurde von Prof. Dr. P. Knolle und Dr. A. Limmer durch-
geführt (Universität Bonn, vormals Zentrum für Molekulare Biologie der Universität Heidelberg, ZMBH).
Aus den Untersuchungen geht hervor, dass Proteine aus verschiedenen Bereichen des PPVO-
Genoms ursächlich für die immunmodulatorische Wirkung sind. Es ist hervorzuheben, dass
nur für zwei der neun VVOV Rekombinanten, VVOV 285 und VVOV 330, in allen drei
Modellsystemen ein immunstimulatorischer Effekt nachgewiesen werden konnte. Die
Rekombinante VVOV 82 stellt durch ihren starken inhibitorischen Effekt auf die MHC I-
Kreuzpräsentation in LSECs ein Besonderheit dar.
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1.4 Ziele der Arbeit
Durch die Vielzahl der Anwendungsmöglichkeiten (s.a. Kap. 1.3.1) des Immunmodulators
Baypamune® bzw. iPPVO ist es von besonderem Interesse den Wirkungsmechanismus und
die wirksamen Komponenten zu bestimmen. Friederichs (2001) konnte belegen, dass mehrere
virusassoziierte Proteine für die immunmodulatorische Wirkung verantwortlich sind.
Ausgehend von diesen Ergebnissen soll eine genetische Charakterisierung der neun immun-
modulatorischen VVOV Rekombinanten die Grundlage für die Isolierung und Untersuchung
einzelner viraler Komponenten bilden.
Nach Bestimmung von vollständig und ausschließlich in den immunmodulatorisch aktiven
VVOVs enthaltenen offenen Leserahmen (ORFs) aus PPVO NZ2 soll eine Auswahl von
insgesamt 10 Proteinkandidaten durch bioinformatische Analysen getroffen werden. Die
Genprodukte sollen in verschiedenen Expressionssystemen hergestellt und anschließend im
Aujeszky Maus Modell auf ihre immunstimulatorische Wirkung untersucht werden.
Insbesondere soll überprüft werden, ob die Applikation rekombinanter PPVO-Proteine, die im
Baculo-Virussystem und in der Hefe Schizosaccharomyces pombe exprimiert werden, Tiere
vor der Infektion mit PRV schützt.
Weiterhin soll die Wirkungsanalyse von Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2 Rekombinanten,
die nur einen der ausgewählten ORF enthalten, Aufschluss darüber geben, ob vollständige
Viruspartikel für die Induktion einer signifikanten Wirkung notwendig sind.
Ferner soll untersucht werden, ob Faktoren des Vaccinia Lister-Virus an der immun-
stimulatorischen Wirkung der VVOV Rekombinanten beteiligt sind.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollen dazu dienen, einzelne als immunstimulatorisch
identifizierte virale Faktoren nach einer ersten Charakterisierung für die Anwendung in
anderen Indikationen verfügbar zu machen. Zudem kann die Isolierung und Analyse
funktionaler Viruskomponenten dazu beitragen den Wirkungsmechanismus aufzuklären.
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2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien, Geräte und biologisches Material
2.1.1 Chemikalien und Lösungen
Falls nicht anders angegeben, wurden Salze, Puffersubstanzen, Detergenzien sowie sonstige
Chemikalien von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich
(Steinheim) und Serva (Heidelberg) eingesetzt.
Für die Herstellung sämtlicher wässriger Lösungen wurde durch eine Milli-Q-Anlage
(Millipore, Eschborn) gereinigtes, deionisiertes und doppelt-destilliertes Wasser verwendet.
Bei Bedarf wurden die so angesetzten Lösungen sterilfiltriert (0,2 µm Filter, Sartorius,
Göttingen) oder autoklaviert.
2.1.2 Geräte
Gerät Typbezeichnung, Firma, Firmensitz
Brutschränke für die Zellkultur Heracell, Kendro, Düsseldorf
Dampfsterilisatoren LSS-S-A, MMM, Münchner Medizin Mechanik, München
Elektrophoresekammern,
Agarosegel-Apparaturen
BlueMarine 100 und 200, Serva, Heidelberg
PEQLAB Biotechnology GmbH, Erlangen
Netzgerät BluePower500, Serva, Heidelberg
Gradienten-Thermocycler Mastercycler Gradient, Eppendorf, Hamburg
Heizblöcke Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg
DRI-Block DB-3D, Techne, Cambridge, U.K.
Inkubationsschüttelschrank BS4, Braun Diessel Biotech, Melsungen
Kühl-Tischzentrifugen MR1822, Jouan, Unterhaching
Mikroskop für die Zellkultur Inversmikroskop Olympus CK2, Olympus, Hamburg
pH-Messgerät Ph91, WTW, Weilheim
Photometer Biophotometer, Eppendorf, Hamburg
Schüttler Typ 3016 GFL, Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel
Sequenzierautomat ABI PRISM, 310 Genetic Analyser, Applied Biosystems,
Darmstadt
Sterilbänke Clean Air BS 5726, bezogen über Thermo Quest, Egelsbach
Themocycler GeneAmp 2400, Applied Biosystems, Darmstadt
Tischzentrifugen Biofuge pico, Kendro, Düsseldorf




UV-Lichttisch, 254 nm Herolab UVT-20M/W, Herolab, Wiesloch
UV-Lichttisch, 366 nm Typ N-36L, Roth, Karlsruhe
Videodokumentationssystem E.A.S.Y. RH, Herolab, Wiesloch
Vortexer MS 2 Minishaker IKA, Staufen
Waage PE 3600, Mettler, Gießen
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q, Millipore, Eschborn
Wasserbad Typ 1003, GFL, Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel
Zentrifuge Centrikon H-401, BioTek-Kontron, Neufahrn
2.1.3 Oligonukleotide
Die im Folgenden aufgelisteten Oligonukleotide wurden entweder von Invitrogen, Karlsruhe,
(vormals Gibco BRL) oder Sigma-Ark (Steinheim) in lyophilisierter und entsalzter Form
bezogen.
PCR-Primer zur Amplifikation und anschließenden Sequenzierung der terminalen









































































PCR-Primer zur Amplifikation und anschließenden Sequenzierung offener Leserahmen
aus Parapox ovis NZ2 für die Expression im Baculo-Virussystem (Kap. 2.3.2):
PCR-PrimerAmplifizierter
offener
































































PCR-Primer zur Amplifikation und anschließenden Sequenzierung der Parapox ovis
NZ2-Inserts in den SO-VVOV Rekombinanten (Kap. 3.1.1):











Mit Hilfe der Oligonukleotide 433R, TKR, 94r.355, 94r.797, 94r.1050 und 94r.1400 wurde




PCR-Primer zur Oligonukleotid-gerichteten Mutagenese des offenen Leserahmens
ORF 94r aus Parapox ovis NZ2 für die Herstellung der Frameshift-Mutanten SO 94mut-
VVOV (Kap. 2.5.8):




PCR-Produkte wurden in folgende Plasmide kloniert:
♦ pCR® 4 Blunt-TOPO® Vector (Zero Blunt™ TOPO® PCR Cloning Kit for Sequencing,
Invitrogen, Karlsruhe)
♦ pVU 433: Derivat des Transfer- und Expressionsvektors pUV I (Falkner et al., 1987),
Vaccinia P11-Promotor wurde entfernt (zur Verfügung gestellt von Dr. A. Mercer,








Plasmidkarte des Transfer- und Expressionsvektors pVU 433. Bezeichnung und Größe sind in der Mitte
angegeben. Die Schnittstellen der Endonukleasen Cla I, Hind III und Kpn I werden durch gestrichelte Linien
angedeutet. Ein Pfeil gibt die Orientierung (5‘→3‘) des tk-Gens an. (tk = Bereiche des Thymidinkinase-Gens aus
HSV (Herpes simplex-Virus); AmpR = ORF für Ampicilinresistenz aus E. coli enthalten in pUC 18-Rückgrat;












Es wurden für die Restriktionsanalysen Enzyme von MBI Fermentas (St. Leon-Roth) und
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) eingesetzt.
DNA-Polymerasen:
Sowohl die Kartierung der PPVO-Inserts der immunstimulatorisch aktiven VVOV-Rekom-
binanten als auch die Amplifikation offener Leserahmen für die anschließende Expression
wurden ausschließlich mit Enzymen mit Korrekturlesefunktion durchgeführt. Es wurden
folgende DNA-Polymerasen verwendet: Platinum® Pfx (Invitrogen, Karlsruhe) und
PfuTurbo® DNA Polymerase (Stratagene, Heidelberg). Die Platinum® Pfx DNA-Polymerase
liegt im ausgelieferten Zustand inaktiv vor. Erst durch Erhitzen auf 94° C („Hot-Start“) löst
sich der maskierende Antikörper von der Polymerase, so dass die enzymatische Funktion
wiederhergestellt wird. Auf diese Weise soll die Amplifikation von unspezifischen Produkten
während des ersten Denaturierungsschritts bei der PCR vermieden werden. Im Vergleich zur
PfuTurbo® DNA-Polymerase besitzt die Platinum® Pfx DNA-Polymerase eine 2,7x höhere
Fehlerrate (Stratagene). Das PfuTurbo® Enzym ist eine verbesserte Variante der Pfu® DNA-
Polymerase. Ein thermostabiler Faktor soll zu einer höheren Ausbeute an Amplifikat führen
ohne die Fehlerrate zu erhöhen.
Sonstige Enzyme:
♦ T4-DNA-Ligase (Invitrogen, Karlsruhe)
♦ Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP) (Invitrogen, Karlsruhe)
♦ RNase A (Qiagen, Hilden)
♦ Proteinase K (Roche, Mannheim)
2.1.6 Proteine
Um die immunstimulatorische Wirkung von einzelnen Genprodukten des Parapox ovis-Virus
im Aujeszky Maus Modell zu analysieren, wurden Proteine in der Hefe Schizosaccharomyces




in Schizosaccharomyces pombe (sp) exprimierte Proteine:
♦ sp-ORF19 aus Parapox ovis D1701 (Kap. 2.1.7): Gesamtproteinextrakte aus Hefezellen
(Aufschluss und 13.000 x g Pellet), gelöst in Sorbitolpuffer (0,3 M Sorbitol, 0,1 M NaCl,
2 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 8,35)
♦ sp-ORF94r aus Parapox ovis NZ2 (Kap. 2.1.7): Gesamtproteinextrakte aus Hefezellen
(Aufschluss und 13.000 x g Pellet), gelöst in Sorbitolpuffer (0,3 M Sorbitol, 0,1 M NaCl,
2 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 8,35)
♦ pREP4x Expressionsvektor (ohne Insert): Gesamtproteinextrakte aus Hefezellen
(Aufschluss und 13.000 x g Pellet), gelöst in Sorbitolpuffer (0,3 M Sorbitol, 0,1 M NaCl,
2 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl, pH 8,35)
Die Proteinextrakte wurden von Karina Kettner (TU Dresden) zur Verfügung gestellt und
nach folgendem Protokoll aufgearbeitet:
Durch Zentrifugation bei 4000 x g (RT) für 5 Minuten wurden die Hefezellen pelletiert. Nach
Dekantieren des Überstandes wurde das Zellpellet mit PBS und anschließend mit
Sorbitolpuffer gewaschen. Die Zellen wurden nach Bestimmen des Zellnassgewichts (ZNG)
in der 3-5 fachen Menge (ml/g ZNG) Sorbitolpuffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
mit Bromethylammoniumbromid (BEA) in einer Endkonzentration von 7,5 mM versetzt. Der
Zellaufschluss erfolgte nach Zugabe von 1-2 Volumenanteilen Glasperlen durch 5x Vortexen
für 1 min. Zwischen den einzelnen Vortexschritten wurden die Proben für 1 min auf Eis
gekühlt und nach vollständigem Aufschluss der Zellen Natriumthiosulfat (Na2S2O3) in einer
Endkonzentration von 15 mM hinzugegeben.
Der nach der Sedimentation der Glasperlen abgenommene Überstand wurde als Aufschluss
bezeichnet.
Um das sogenannte 13.000 x g Pellet zu gewinnen, wurden die aufgeschlossenen Hefezellen
durch Zentrifugation bei 4000 x g für 10 min (4° C) von den Glasperlen und Zelltrümmern
befreit. Anschließend wurde der Überstand bei 13.000 x g für 15 min (4° C) zentrifugiert und
das Pellet in Sorbitolpuffer aufgenommen.
im Baculo-Virussystem (bv) exprimierte Proteine aus Parapox ovis NZ2 (Kap. 2.1.7):
♦ bv-ORF93r gelöst in PBS (137 mM NaCl, 3 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 8,2 mM
NaHPO4, pH 7,5) + 10 mM Chaps + Spuren von SDS
♦ bv-ORF94r gelöst in PBS (137 mM NaCl, 3 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 8,2 mM
NaHPO4, pH 7,5) + 10 mM Chaps + Spuren von SDS
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♦ bv-ORF23r gelöst in PBS (137 mM NaCl, 3 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 8,2 mM
NaHPO4, pH 7,5)
♦ bv-ORF74r gelöst in PBS (137 mM NaCl, 3 mM KCl, 1,5 mM KH2PO4, 8,2 mM
NaHPO4, pH 7,5)
Die Expression und anschließende Aufreinigung durch Affinitätschromatografie wurde von
der Arimedes GmbH (Berlin) durchgeführt (Kap.2.3.2).
2.1.7 Viren
♦ Parapox ovis NZ2: Neuseeländischer Parapox ovis-Stamm (Robinson et al., 1982)
♦ Vaccinia Lister: Vaccinia-Stamm Elstree (Robinson und Mercer, 1988)
♦ Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2 Rekombinanten (Mercer et al., 1997)
♦ Pseudorabiesvirus (PRV): Stamm Hannover H2 (Buttner und Mayr, 1986)
Parapox ovis NZ2, Vaccinia Lister und die für die Kartierung verwendeten Vaccinia Lister/
Parapox ovis NZ2 Rekombinanten wurden von Dr. A. Mercer (University of Otago,
Neuseeland) zur Verfügung gestellt. Die in dieser Arbeit analysierten Rekombinanten SO93-,
SO94-, SO19- und SO70-VVOV wurden von Dr. L. Savory (University of Otago, Neu-
seeland) und Dr. A. Pawellek (Bayer AG, Animal Health, Monheim) hergestellt.
2.1.8 Bakterien
Für sämtliche Transformationsexperimente wurden One Shot® TOP10 chemisch kompetente
Zellen (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Es wurde dabei entsprechend den Hersteller-
angaben vorgegangen.
Genotyp One Shot® TOP10:  F-mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 deoR




BK-KL 3A: Ursprünglich wurde die adhärente bovine Nieren-Zelllinie 1963 aus Föten
isoliert (R. F. Solorzano, Georgia, USA). In der 152. Passage wurde sie 1978
nach Analyse durch das USDA (United States Department of Agriculture) für
die Produktion von Biologika freigegeben. Schließlich wurde bei der Bayer AG
in Monheim in der 197. Passage ein Zellstock angelegt. Diese Zellkonserven
sind frei von Kontaminationen und weisen keine morphologischen
Veränderungen auf. Die Zelllinie wird unter anderem für die Produktion des
Immunstimulators Baypamune® eingesetzt.
TK− Zellen: Für die Herstellung von rekombinanten Vaccinia-Viren (Kap. 2.5.8) wurden
Thymidinkinase defiziente (TK−) Zellen eingesetzt. Aufgrund ihrer genetischen
Eigenschaften sind diese Zellen gegenüber 5-Bromo-2‘-Desoxyuridin resistent.
Die adhärente humane Zelllinie wurde ursprünglich aus einem Osteosacrom
isoliert und von ATCC (Manassas, USA) bezogen (ATCC Nr. CRL-8303).
PK-15: Diese adhärente porcine Nieren-Zelllinie wurde in der 140. Passage von Bayer
Veterinär (USA) bezogen.
2.1.10 Mausstämme
Im Aujeszky Maus Modell wurden weibliche Mäuse mit einem Gewicht von 18-20 g
eingesetzt. Die Versuchstiere des Auszuchtstamms HsdWin:NMRI wurden von
Harlan/Winkelmann (Borchen) bezogen. Angaben zum genetischen Hintergrund können unter





2.2.1.1 Bakterienkulturen und Glycerinstocks
Material:
♦ E. coli FastMedia™ LB Liquid Amp (MBI Fermentas, St. Leon-Roth)
♦ E. coli FastMedia™ LB Agar Amp    (MBI Fermentas, St. Leon-Roth)
♦ SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe): 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl,
2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glucose
♦ 100 % Glycerin, autoklaviert
Transformierte One Shot® TOP10 E. coli Bakterien (Kap. 2.1.7) wurden auf LB-Agarplatten
oder in LB-Medium kultiviert. Die Fertigmedien enthielten zur selektiven Vermehrung
Ampicillin in einer Konzentration von 50 µg/ml. Für einen Zeitraum von bis zu einem Monat
wurden die Bakterienkulturen bei 4° C aufbewahrt. Um isolierte Klone über längere Zeit zu
lagern, wurden Glycerinstocks angelegt. Hierzu wurden Übernachtkulturen mit den
ausgewählten Klonen von LB-Agarplatten angeimpft und bei 37° C inkubiert. Anschließend
wurde Glycerin in einer Endkonzentration von 40 % (v/v) zugesetzt und die Stocks bei
–80° C eingelagert.
2.2.1.2 Transformation von Bakterien
Die Transformation der One Shot® TOP10 E. coli Bakterien erfolgte nach den Vorgaben des
Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe).
2.2.2 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien





Zur Fällung von Proteinen aus wässrigen DNA-Lösungen wurden bis zu drei aufeinander-
folgende Phenol/Chloroformextraktionen durchgeführt.
Material:
♦ Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1, v/v/v), TE gepuffert, pH 7,5-8,0
♦ Chloroform/Isoamylalkohol (24/1, v/v)
Durchführung:
Der DNA-Lösung wurde das gleiche Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
hinzugefügt und die Suspension sorgfältig gemischt. Durch Zentrifugation für 3 min bei
15.000 x g wurden die Phasen getrennt. Anschließend konnte die wässrige Phase, in der sich
die gelöste DNA befand, abgenommen werden. Die Extraktion wurde entweder erneut
durchgeführt oder das restliche Phenol unter Zusatz von Chloroform/Isoamylalkohol aus der
nukleinsäurehaltigen Phase entfernt. Hierzu wurde die abgenommene Phase mit dem gleichen
Volumen des Chloroform/Isoamylalkohol Gemischs versetzt und nach sorgfältigem Mischen
für 3 min bei 15.000 x g zentrifugiert. Die von Proteinen gereinigte DNA wurde schließlich
durch eine Ethanolfällung gewonnen (Kap. 2.2.4).
2.2.4 Ethanolfällung
Mit Hilfe der Ethanolfällung kann gelöste DNA durch Entzug der Hydrathülle präzipitiert
werden. Durch die Aufnahme des Pellets in einem geringen Volumen erhält man schließlich
eine konzentrierte DNA-Lösung.
Material:
♦ 3 M Natriumacetat-Lösung (pH 5,2)
♦ Ethanol abs. (-20° C)




Es wurden der nukleinsäurehaltigen Lösung 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-Lösung und
eine Volumeneinheit eiskaltes absolutes Ethanol zugesetzt und das Gemisch nach mehr-
fachem Schütteln entweder über Nacht bei –20° C oder für 3h bei –80° C inkubiert. Der
Überstand wurde nach 30-45 minütiger Zentrifugation bei 14.000 x g dekantiert und das
Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation für 10 min bei 14.000 x g
wurde das Ethanol vorsichtig abgegossen und restliches Ethanol unter dem Abzug bei RT
verdampft. Das Pellet wurde schließlich in TE Puffer aufgenommen.
2.2.5 Konzentrationsbestimmung von DNA
Der DNA-Gehalt von wässrigen Lösungen wurde durch photometrische Messung bei einer
Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Eine Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA
bei einer Küvettendicke von 1 cm entspricht einer OD260 von 1. Die Reinheit der gelösten
DNA wurde über das Verhältnis von DNA zu Protein, d.h. den Quotienten OD260/OD280
ermittelt. Reine DNA-Lösungen besitzen einen Quotienten >1,5 (sehr reine Lösungen >1,8).
2.2.6 Restriktionsspaltung von DNA
Der Restriktionsverdau von DNA mit Hilfe von Endonukleasen erfolgte unter den vom
Hersteller angegebenen Puffer- und Inkubationsbedingungen.
2.2.7 DNA-Agarosegelelektrophorese
Bei der Gelelektrophorese können DNA-Fragmente aufgrund ihrer Größe und des daraus
resultierenden Laufverhaltens im Agarosegel durch Anlegen eines elektrischen Feldes
aufgetrennt werden. Dabei ist die Geschwindigkeit, mit der sich doppelsträngige lineare DNA
im Agarosegel bewegt, umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Größe. Die
Trennschärfe kann durch die Konzentration der Agarose, die Pufferbedingungen und die
Stärke des angelegten elektrischen Feldes beeinflusst werden. Die aufgetrennten
Nukleinsäurefragmente werden mit Hilfe von interkaliertem Ethidiumbromid unter UV-Licht





♦ SeaKem LE Agarose, FMC Bioproducts (Biozym, Hess. Oldendorf)
♦ TAE, 10x: 400 mM Tris-Acetat, 10mM EDTA, pH 8,0 (Invitrogen, Karlsruhe)
♦ Ethidiumbromid: 10 mg/ml (Bio-Rad, München)
♦ DNA-Ladepuffer 6x: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Xylencyanol FF, 40 %
(w/v) Sucrose
♦ DNA-Leiter: Ready-Load™ 1 kb DNA Ladder (Invitrogen, Karlsruhe)
Die Konzentration der Agarosegele wurde entsprechend der zu analysierenden Größe der
DNA-Fragmente ausgewählt und die Elektrophorese bei konstanter Spannung (~5 V/cm)
durchgeführt. Vor der Analyse unter UV-Licht wurden die Gele für 15-20 min im Ethidium-
bromidbad (10 µg/ml) gefärbt.
2.2.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Um möglichst reine DNA-Fragmente für weitere Arbeiten (z.B. Klonierung, Kap. 2.2.11) zu
erhalten, wurden aufgetrennte DNA-Fragmente direkt aus dem Agarosegel ausgeschnitten
und aufgereinigt. Für die Elution aus dem Agarosegel und die anschließende Reinigung
wurde das CONCERT™ Rapid Gel Extraction System (Invitrogen, Karlsruhe) benutzt. Bei
der Extraktion wurden die Herstellerangaben befolgt.
2.2.9 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA
Durch die Behandlung mit alkalischer Phosphatase wurden die 5‘-Enden linearisierter Vektor-
DNA dephosphoryliert, um die Religation während der Ligationsreaktion zu verhindern.
Material:
♦ Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP) (Invitrogen, Karlsruhe)
♦ 10x CIAP-Puffer (Roche Diagnostics, Mannheim): 0,5 M Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8,5
(20° C)
Die Reaktion wurde nach den Herstellerangaben durchgeführt.
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2.2.10 Ligation von DNA
Mit Hilfe der ATP-abhängigen T4-Ligase können Phosphodiesterbindungen zwischen freien
3‘-Hydroxy- und den 5‘-Phosphatenden doppelsträngiger DNA-Moleküle geknüpft werden.
Material:
♦ T4-DNA-Ligase (Invitrogen, Karlsruhe)
♦ 5x T4-Ligasepuffer (Invitrogen, Karlsruhe): 250 mM Tris-HCl (pH 7,6), 50 mM MgCl2,
5 mM ATP, 5 mM DTT, 25 % (w/v) Polyethylenglycol-8000
Die Ligationsreaktion erfolgte gemäß den Vorgaben des Herstellers.
2.2.11 Klonierung durch Topoisomerase I
Die Klonierung mittels Topoisomerase I aus Vaccinia-Virus hat den Vorteil, dass durch die
kovalente Verknüpfung des Enzyms mit dem linearisierten Klonierungsvektor auch ohne
Dephosphorylierung der 5‘-Phosphatenden (Kap. 2.2.9) keine Religation stattfinden kann und
kein Zusatz von T4-Ligase (Kap. 2.2.10) notwendig ist. Bei Raumtemperatur spaltet die
Topoisomerase autokatalytisch die Phosphodiesterbindung zum Vektorrückgrat und
katalysiert gleichzeitig die Bildung einer neuen Phosphodiesterbindung. Die Selektion auf
positive Transformanden erfolgt im Zero Blunt™ TOPO® PCR Cloning Kit for Sequencing
(Invitrogen, Karlsruhe) durch ein Selbstmordgen, welches bei einer erfolgreichen
Klonierungsreaktion durch das Insert inaktiviert wird. Bei der Klonierung wurden die
Angaben des Herstellers befolgt.
2.2.12 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die Analyse der terminalen Bereiche der PPVO NZ2-Inserts immunstimulatorisch aktiver
Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2 Rekombinanten und die Amplifikation von offenen
Leserahmen erfolgte mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (Mullis et al., 1986; Mullis und
Faloona, 1987). Es wurden thermostabile Polymerasen mit Korrekturlesefunktion eingesetzt
(vgl. Kap. 2.1.5). Die Anlagerungstemperaturen wurden entsprechend der errechneten Werte
mit einer Abweichung von +/- 8° C gewählt. Bei schwierig zu amplifizierenden GC-reichen
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Sequenzen wurde den Reaktionsansätzen PCRx Enhancer Solution (Invitrogen, Karlsruhe) in
verschiedenen Konzentrationen hinzugesetzt. Alle PCR-Reaktionen wurden in einem
Endvolumen von 50 µl durchgeführt.
Material:
♦ PfuTurbo® DNA Polymerase (Stratagene, Heidelberg; Kap. 2.1.5) + 10x Cloned Pfu DNA
Polymerase Reaction Buffer (200 mM Tris-HCl (pH 8,8), 20 mM MgSO4, 100 mM KCl,
100 mM (NH4)2SO4, 1% Triton® X-100, 1 mg/ml nukleasefreies BSA)
♦ Platinum® Pfx DNA Polymerase (Invitrogen, Karlsruhe; Kap. 2.1.5) + 10x Pfx Amplifi-
cation Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 50 mM KCl, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA,
Stabilisatoren und 50 % (v/v) Glycerin)
♦ 10x PCRx Enhancer Solution (Invitrogen, Karlsruhe)
(wurde sowohl mit PfuTurbo® als auch mit Platinum® Pfx DNA Polymerase verwendet)
♦ Primer (Kap. 2.1.3)
♦ dNTPs, 25 mM je dNTP (Roche Diagnostics, Mannheim)
Durchführung:
Die PCR-Ansätze enthielten folgende Reagenzien:
PfuTurbo® DNA Polymerase Platinum® Pfx DNA Polymerase
♦ 100 ng DNA aus Extraktion nach Esposito
(Kap. 2.5.7.1) bzw. 1 µl DNA aus Extraktion
nach Vilcêk (Kap. 2.5.7.1)
♦ 100 ng DNA aus Extraktion nach Esposito
(Kap. 2.5.7.1) bzw. 1 µl DNA aus Extraktion
nach Vilcêk (Kap. 2.5.7.1)
♦ 15 pmol je Primer ♦ 15 pmol je Primer
♦ 5 µl 10x Cloned Pfu DNA Polymerase
Reaction Buffer
♦ 5 µl 10x Pfx Amplification Buffer
♦ 0,6 µl dNTPs (Endkonz.: 0,3 mM) ♦ 0,6 µl dNTPs (Endkonz.: 0,3 mM)
♦ 1,5µl 50 mM MgSO4 (Endkonz.: 1,5 mM)
♦ 1 µl PfuTurbo® DNA Polymerase (2,5 U)
♦  0,5 µl Platinum® Pfx DNA Polymerase (1,25
U)
♦ optional: 10x PCRx Enhancer Solution
(Endkonz.: 0,5x/1x/2x)
♦ optional: 10x PCRx Enhancer Solution
(Endkonz.: 0,5x/1x/2x)
♦ nukleasefreies Wasser → ad 50 µl ♦ nukleasefreies Wasser → ad 50 µl
Entgegen den Empfehlungen des Herstellers (1 mM MgSO4) wurde für die mit Platinum® Pfx





1. Denaturierung: 2 min 94° C
2. 30 Zyklen: 15-30 s 94° C (Denaturierung)
30 s je nach Primerpaar (Annealing)
1-2 min 72° C (PfuTurbo®) (Elongation)
68° C (Platinum® Pfx)
3. Elongation: 5-7 min 72° C (PfuTurbo®)
68° C (Platinum® Pfx)
4. ∞ 4° C
Die Elongationszeiten sind sowohl von der Länge des zu amplifizierenden PCR-Produkts als
auch von der Synthesegeschwindigkeit des verwendeten Enzyms (PfuTurbo® bzw. Platinum®
Pfx DNA Polymerase: 1 kBp/min) abhängig. Die Reaktionsprodukte wurden anschließend
durch Agarosegelelektrophorese (Kap. 2.2.7) aufgetrennt. Für weitere Arbeiten wurden die
DNA-Fragmente aus dem Gel eluiert (Kap. 2.2.8).
2.2.13 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung von aufgereinigten PCR-Produkten und Plasmid-DNA erfolgte gemäß der
Kettenabbruchmethode von Sanger et al. (1977). Für die Analyse wurde der Sequenzier-
automat ABI PRISM 310 Genetic Analyser von Applied Biosystems (Darmstadt) eingesetzt.
2.2.14 Computerunterstützte Auswertung von Sequenzdaten
Die aus der DNA-Sequenzierung (Kap. 2.2.13) erhaltenen Sequenzdaten wurden mit Hilfe der
Lasergene Software von DNASTAR (Madison, USA) ausgewertet. Für das Erstellen
multipler Sequenz-Alignments wurde das im Internet verfügbare Programm Boxshade
eingesetzt (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).
Proteinmotive wurden mittels des „PIR Pattern/Peptide Match“ Programms der Protein
Information Resource (http://www-nbrf.georgetown.edu) identifiziert.
Die Analyse von putativen Transmembranbereichen und Signalsequenzen wurde mit







♦ Micro BCA Protein Assay Reagent Kit (Rockfort, USA)
Die Proteinbestimmung wurde nach den Herstellerangaben durchgeführt.
2.3.2 Expression von Proteinen im Baculo-Virussystem (Arimedes GmbH, Berlin)
Es wurden insgesamt zehn offene Leserahmen aus Parapox ovis NZ2 mit Hilfe von PCR
amplifiziert (Kap. 2.2.12) und anschließend in den pCR® 4 Blunt-TOPO® Vektor kloniert
(Kap. 2.2.11). Die Plasmid-DNA (Kap. 2.2.2) wurde in aufgereinigter Form an die Arimedes
GmbH verschickt. Nach Subklonieren der ORFs in den entsprechenden Expressionsvektor
(pBlueBac4.5, Invitrogen, Karlsruhe) erfolgte die Expression der Proteine in Sf9-Zellen
(Invitrogen, Karlsruhe). Die Expressionsprodukte wurden schließlich durch Nickel-NTA-




♦ Zelllinien BK-KL 3A, TK− und PK-15 (Kap. 2.1.9)
♦ Trypsin/EDTA Lösung (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
♦ Trypanblau (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
♦ DBS (Donor Bovine Serum, SPS South Pacific Sera Limited, Neuseeland)
♦ FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma-Aldrich, Steinheim), inaktiviert durch Inkubation für 30
min bei 56° C
♦ Zellkulturmedium für die Zelllinie BK-KL 3A:
E-MEM, Eagle Minimum Essential Medium mit 2,0 g/l NaHCO3 (Sigma-Aldrich,
Steinheim), versetzt mit 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) und 10 % DBS
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♦ Zellkulturmedium für die TK− Zelllinie:
E-MEM, Eagle Minimum Essential Medium mit 2,2 g/l NaHCO3 (Sigma-Aldrich,
Steinheim), versetzt mit 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) und 10 % DBS
♦ Zellkulturmedium für die Zelllinie PK-15:
E-MEM, Eagle Minimum Essential Medium mit 2,0 g/l NaHCO3 (Sigma-Aldrich,
Steinheim), versetzt mit 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) und 2,2 ml Phenolrot
pro l (Sigma-Aldrich, Steinheim) und 10 % FBS
♦ PBS (GIBCO™ Invitrogen, Karlsruhe)
♦ Rouxschalen: Becton Dickinson FALCON® 175 cm_, 750 ml (Fisher Scientific,
Schwerte)
2.4.1 Zellpassagierung
Routinemäßig wurden die Zelllinien BK-KL 3A und PK-15 einmal, die TK− Zelllinie dagegen
zweimal pro Woche passagiert. Hierzu wurde das Zellmedium dekantiert, die BK-KL 3A und
PK-15 Zellen mit 10 ml Trypsin/EDTA-Lösung (RT) und die TK− Zellen mit 10 ml PBS
gewaschen. Anschließend erfolgte die Ablösung der Zellen durch Hinzugabe von 5 ml
frischer Trypsin/EDTA-Lösung pro Rouxschale (175 m_) und Inkubation für 10-15 min bei
37° C. Wenn sich alle Zellen vom Schalenboden gelöst hatten, wurde das Trypsinat mit 5 ml
frischem Kulturmedium versetzt und entstandene Zellhaufen resuspendiert. Nach Auffüllen
auf 50 ml wurde 1 ml der Zellsuspension für die Zellzahlbestimmung entnommen (Kap.
2.4.2). Um nach etwa 7 Tagen einen 100 % konfluenten Zellrasen zu erhalten, wurden die
BK-KL 3A und PK-15 Zellen mit unterschiedlichen Zelldichten ausgesät: 3 x 104 Zellen/ml
(BK-KL 3A) bzw. 5 x 104 Zellen/ml (PK-15). Aufgrund der höheren Zellteilungsrate wurden
die TK− Zellen mit einer Zelldichte von 1,5 x 104 Zellen pro ml ausgesät und bereits nach 3-4
Tagen erneut passagiert. Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37° C, einem CO2-Gehalt von
5 % und einer Luftfeuchtigkeit von 90 % inkubiert.
2.4.2 Zellauszählung
Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden 1 ml Zellsuspension mit 0,5 ml Trypanblau gemischt







♦ Medien für die Virusanzucht: E-MEM, Eagle Minimum Essential Medium mit 2,0 g/l
(BK-KL 3A) bzw. 2,2 g/l (TK−) NaHCO3 (Sigma-Aldrich, Steinheim), versetzt mit 2 mM
L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) ohne Serum
♦ BUdR = 5-Bromo-2‘-deoxyuridine (Sigma-Aldrich, Steinheim)
♦ Rouxschalen: Becton Dickinson FALCON® 175 cm_, 750 ml (Fisher Scientific,
Schwerte)
Durchführung:
Für die Virusanzucht wurden BK-KL 3A- oder TK− Zellkulturen verwendet, die einen 100 %
konfluenten Zellrasen aufwiesen (Kap. 2.4.1). Das Zellkulturmedium wurde dekantiert und
die Zellen mit 20 ml Medium für die Virusanzucht gewaschen. Anschließend wurden die
Zellen mit 10 ml Virussuspension (9 ml Anzuchtmedium + 1 ml Virusernte) für 1 h im
Brutschrank (37° C / 5 % CO2 / 90 % Luftfeuchtigkeit) unter gelegentlichem Schwenken
infiziert. Die Infektion erfolgte mit einer MOI (Multiplicity of Infection) von 0,001-0,025.
Schließlich wurde mit 90 ml frischem Anzuchtmedium auf ein Gesamtvolumen von 100 ml
aufgefüllt und im Brutschrank inkubiert. Bei der Vermehrung der SO-VVOV Rekombinanten
auf TK− Zellen wurde dem Anzuchtmedium BUdR in einer Endkonzentration von 25 µg/ml
zugesetzt. Nach Erreichen eines 100 %igen zytopathogenen Effekts (CPE) wurden die




♦ Thioglycolat-Bouillon (Oxoid, Wesel), steril
♦ Casein-Sojamehl-Pepton-Bouillon (Oxoid, Wesel), steril




Um die Sterilität von Virusvermehrungen (Kap. 2.5.1) zu überprüfen, wurden jeweils 100 ml
Thioglycolat- und Casein-Sojamehl-Pepton-Bouillon mit 1 ml der Virusernte unter sterilen
Bedingungen angeimpft. Des weiteren wurden auf zwei Agarplatten mit Schafblut 200 µl der
Ernte ausgestrichen. Die Proben wurden für 7 Tage bei 37° C inkubiert und als steril
befunden, wenn keine Trübung der Lösungen und keine Keime auf den Platten zu erkennen
waren.
2.5.3 Zellbefreiung
Vor der Aufkonzentration von Virusüberständen wurden die Zellbestandteile durch einen
Zentrifugationsschritt bei 2000 x g für 10 min (4° C) abgetrennt. Der Überstand wurde im
Anschluss für die Aufkonzentrierung verwendet (Kap. 2.5.4).
2.5.4 Aufkonzentration von Virusüberstand
Die im zellbefreiten Überstand (Kap. 2.5.3) befindlichen viralen Partikel wurden mit Hilfe
von Ultrazentrifugation (30.000 x g, 1 h, 4° C) pelletiert. Nach Abgießen des Überstands
wurde das Viruspellet im gewünschten Volumen PBS oder dem für die Anzucht verwendeten
Medium resuspendiert.
2.5.5 Virustitration
Über die Virustitration wurde die Verdünnung bestimmt, die in einer Zellkultur noch einen
cytopathogenen Effekt verursacht. Durch diese quantitative Bestimmung werden die
„infektiösen Einheiten“ angegeben, deren Anzahl nicht mit den tatsächlichen physikalischen
Partikeln übereinstimmt. Für die verwendeten Viren wurde die sogenannte „tissue culture
infective dosis 50/ml“ (TCID50/ml) bestimmt. TCID50 beschreibt die Dosis, die in
Zellkulturversuchen bei 50 % der Ansätze eine Infektion (als CPE zu erkennen) auslöst.
Bei den Titrationen von Virussuspensionen wurde die gleiche Zelllinie verwendet, auf der
auch die Viren angezogen worden waren: Die Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2
Rekombinanten wurden auf TK− und BK-KL 3A Zellen titriert. Für die Titration des




♦ Zellkulturmedium für die Zelllinie BK-KL 3A:
E-MEM, Eagle Minimum Essential Medium mit 2,0 g/l NaHCO3 (Sigma-Aldrich,
Steinheim), versetzt mit 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) und 10 % DBS
♦ Zellkulturmedium für die TK− Zelllinie:
E-MEM, Eagle Minimum Essential Medium mit 2,2 g/l NaHCO3 (Sigma-Aldrich,
Steinheim), versetzt mit 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) und 10 % DBS
♦ Zellkulturmedium für die Zelllinie PK-15:
E-MEM, Eagle Minimum Essential Medium mit 2,0 g/l NaHCO3 (Sigma-Aldrich,
Steinheim), versetzt mit 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) und 2,2 ml Phenolrot
pro l (Sigma-Aldrich, Steinheim) und 10 % FBS
♦ Titrationsmedium für die Zelllinien BK-KL 3A und PK-15:
E-MEM, Eagle Minimum Essential Medium mit 2,0 g/l NaHCO3 (Sigma-Aldrich,
Steinheim), versetzt mit 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) und 2 % DBS
♦ Titrationsmedium für die TK− Zelllinie:
E-MEM, Eagle Minimum Essential Medium mit 2,2 g/l NaHCO3 (Sigma-Aldrich,
Steinheim), versetzt mit 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) und 2 % DBS
♦ Titrationsmedium für die Zelllinie PK-15:
E-MEM, Eagle Minimum Essential Medium mit 2,0 g/l NaHCO3 (Sigma-Aldrich,
Steinheim), versetzt mit 2 mM L-Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe) und 2,2 ml Phenolrot
pro l (Sigma-Aldrich, Steinheim) und 2 % FBS
♦ 96-Loch-Platten: NUNCLON™ (Fisher Scientific, Schwerte)
Durchführung:
Von den entsprechenden Zelllinien wurden 100 % konfluente Zellrasen wie in Kapitel 2.4.1
beschrieben trypsiniert und ausgezählt (Kap. 2.5.1). Die Zellsuspensionen wurden mit Zell-
kulturmedium auf Konzentrationen von 50.000 (BK-KL 3A und TK− Zellen) bzw. 150.000
(PK-15) Zellen/ml eingestellt. Die Vertiefungen einer 96-Loch-Platte wurden mit jeweils
200 µl der verdünnten Zellsuspension befüllt und anschließend im Brutschrank (37° C / 5 %
CO2 / 90 % Luftfeuchtigkeit) für 24 h inkubiert. Die zu titrierenden Virusproben wurden in
10er Schritten in Tritrationsmedium verdünnt und nach Entfernen des Zellkulturmediums
jeweils 200 µl der Virusverdünnungen pro Loch nach folgendem Muster pipettiert:
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Zur Bestimmung des Virustiters wurde mindestens eine Doppelbestimmung durchgeführt. Da
aus Vorversuchen der ungefähre Titer der Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2 Rekombinanten
bekannt war, wurden Virusverdünnungen von 10-2 bis 10-9 aufgetragen. Im Fall des
Pseudorabiesvirus wurden routinemäßig Virusverdünnungen von 10-3 bis 10-10 analysiert.
Parallel zur Titration wurde eine Zellkontrolle angelegt, die nur das Titrationsmedium ohne
Virus enthielt.
Nach 7tägiger Inkubation wurde der logarithmische Virustiter (log TCID50/ml) nach der
Methode von Spearman (1908) und Kaerber (1931) errechnet: (hier vereinfacht)
log TCID50/ml    =   a + 0,5 + n x 1/r + 0,7
a + n x 0,17 + 1,2 (für r = 6)
a = negativer Exponent der höchsten Virusverdünnung, die in allen Löchern einer Reihe einen
      CPE bewirkt
n = Summe aller weiteren Plattenlöcher in denen ein CPE zu detektieren ist
r = Anzahl der Wiederholungen pro Verdünnung (s.o. r = 6)
2.5.6 Virusinaktivierung
Inaktivierung:
Um Virusernten zu inaktivieren, wurden Aliquots für 1 h bei 60° C im Wasserbad inkubiert
und anschließend bei –80° C gelagert.
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Inaktivierungskontrolle: (Material: siehe Virustitration, Kap. 2.5.5)
Zur Überprüfung des Ergebnises der Inaktivierung wurden die behandelten Virus-
suspensionen entsprechend einer Virustitration (Kap. 2.5.5) in verschiedenen Verdünnungs-
stufen in 96-Loch-Platten analysiert. Die Inaktivierungskontrolle wurde mit der gleichen
Zelllinie durchgeführt, die auch für die Virusvermehrung eingesetzt worden war. Hierzu
wurden trypsinierte Zellen ausgezählt (Kap. 2.4.2) und jeweils 200 µl Zellsuspension mit
einer Zellzahl von 105 Zellen pro ml in die Vertiefungen der 96-Loch-Platte pipettiert (vgl.
Kap. 2.5.5). Nach Bebrüten der Platten für 24 h bei 37° C / 5 % CO2 / 90 % Luftfeuchtigkeit
wurde das Wachstumsmedium entfernt. Die zu untersuchenden Virusproben wurden mit
Titrations-medium auf drei verschiedene Verdünnungen (1:2, 1:10, 1:100) eingestellt und auf
die Zellen gegeben. Zusätzlich wurden Zellen in Titrationsmedium inkubiert (Zellkontrolle =
ZK). Es wurden die 96-Loch-Platten wie folgt angelegt:





Die Inaktivierungskontrollen wurden grundsätzlich aus zwei verschiedenen Ansätzen
angelegt. Konnte nach 7 Tagen Inkubation im Brutschrank trotz Hitzeinaktivierung ein CPE
festgestellt werden, so wurden die Inaktivierung und die Kontrolle wiederholt.
2.5.7 Extraktion viraler DNA
Virale DNA wurde nach den Protokollen von Esposito et al. (1981) und Vilcek et al. (1994)
aus Parapox ovis NZ2 und den Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2 Rekombinanten isoliert.
2.5.7.1 Extraktion nach Esposito et al. (1981)
Material:
♦ Isotonischer Puffer : 10 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, Lagerung bei 4°C
♦ Hypotonischer Puffer : 10 mM Tris, pH 8,0, 10 mM KCl, 5 mM EDTA, Lagerung bei 4°C
♦ Cold Puffer: 10 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA, Lagerung bei 4°C
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♦ Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe)
♦ 10 % (v/v) Triton X-100
♦ RNase A und Proteinase K (Kap. 2.1.5)
♦ 30 % (w/v) N-Lauroyl-Sarcosinatlösung (NSL, Serva, Heidelberg)
♦ 54 % (w/v) Saccharose
♦ 5 M NaCl
Durchführung: (Protokoll für 5 Rouxschalen):
Es wurden 5 Rouxschalen mit Virus infiziert und bis zu einem 80 %igen CPE inkubiert (vgl.
Kap. 2.5.1). Nach Abgießen des Mediums wurden die Zellen trypsiniert. Beide Fraktionen
(Überstand und Trypsinat) wurden vereinigt und bei 2000 x g für 20 min (4° C) zentrifugiert.
Der Überstand wurde dekantiert, das Zellpellet mit 30-40 ml isotonischem Puffer gewaschen
und erneut zentrifugiert (2000 x g, 10 min, 4° C). Das Pellet wurde entweder über Nacht bei
–20° C gelagert oder in 9 ml hypotonischem Puffer resuspendiert und im Eisbad für 10 min
inkubiert. Zur Zelllyse wurden 25 µl Mercaptoethanol und 1 ml Triton X-100 hinzugegeben
und weitere 10 min im Eisbad unter gelegentlichem Schütteln inkubiert. Durch Zentrifugation
(2000 x g, 5 min, 4° C) wurden die Zellbestandteile vom Überstand getrennt. Die im
Überstand enthaltenen viralen Partikel wurden durch Ultrazentrifugation (30.000 x g, 60 min,
4° C) pelletiert und über Nacht in 0,8 ml Cold Puffer resuspendiert. Das gelöste Pellet wurde
mit 100 µg RNase A zersetzt und für 30 min bei 37° C inkubiert. Unter Zugabe von 15 µl
Mercaptoethanol, 500 µg Proteinase K und 134 µl N-Lauroyl-Sarcosinatlösung wurden die
Viruspartikel durch 30minütige Inkubation bei 4° C aufgebrochen. Zur Stabilisierung der
DNA wurden 1,4 ml Sucroselösung hinzugegeben und anschließend für 2 h bei 55° C die in
der Lösung enthaltenen Proteine abgebaut. Nachdem der Lösung 0,4 ml 5 M NaCl zugesetzt
worden waren, erfolgte die Inkubation über Nacht bei 4° C. Zur Reinigung der viralen DNA
wurde eine dreimalige Phenol/Chloroformextraktion durchgeführt (Kap. 2.2.3). Im Anschluss
erfolgte eine zweimalige Chloroformextraktion. Die wässrige Phase wurde mit 1/10 Volumen
3 M Natriumacetatlösung (vgl. Kap. 2.2.4) und dem gleichen Volumen Isopropanol (Merck,
Darmstadt) versetzt. Nach 10minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Präzipitat
durch Zentrifugation (15.000 x g, 45 min, 4° C) pelletiert. Die Virus-DNA wurde schließlich
nach zweimaligem Waschen mit 70 % Ethanol (eiskalt) in 100-200 µl Tris (10 mM, pH 7,5)
aufgenommen. Vor der weiteren Verwendung wurden Konzentration und Reinheit bestimmt
(Kap. 2.2.5). Die mit dieser Methode präparierte DNA von PPVO NZ2 wurde zur Amplifika-
tion der offenen Leserahmen für die Expression im Baculo-Virussystem und Hefe eingesetzt.
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2.5.7.2 Extraktion nach Vilcek et al. (1994)
Material:
♦ Eppendorfgefäße mit Phase Lock Gel™ Heavy, 2ml (Eppendorf, Hamburg)
♦ Proteinase K (Kap. 2.1.5)
♦ SDS (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Durchführung:
500 µl einer Virusernte (Kap. 2.5.1) wurden mit 100 µg Proteinase K und 50 µl SDS versetzt,
und für 25 min bei 56° C in einem Eppendorfgefäß gefüllt mit Phase Lock Gel™ Heavy
inkubiert. Anschließend wurde eine Phenol/Chloroformextraktion durchgeführt, die wässrige
Phase abgenommen und die DNA mittels Ethanolfällung präzipitiert (Kap. 2.2.4). Das
getrocknete Pellet wurde schließlich in 30 µl nukleasefreiem Wasser bei 50° C unter leichtem
Schütteln resuspendiert. Aufgrund des geringen eingesetzten Volumens an Virussuspension
und der Kontamination durch zelluläre DNA war keine exakte Konzentrationsbestimmung der
viralen DNA möglich. Es wurde routinemäßig 1 µl der gelösten DNA in die PCR (Kap.
2.2.12) eingesetzt. Diese Präparationsmethode wurde hauptsächlich für die Analyse der
Parapox ovis NZ2-Inserts rekombinanter Vaccinia Lister-Viren eingesetzt.
2.5.8 Herstellung rekombinanter Vaccinia Lister-Viren
Die Technik zur Herstellung und Selektionierung von rekombinanten Vaccinia-Viren ist
bereits seit 20 Jahren bekannt (Mackett et al., 1982; Mackett et al., 1984). Sie wurde von
Mercer et al. (1997) dazu eingesetzt, protektive Antigene des Parapox-Virus ovis zu
identifizieren. Mit Hilfe dieser Parapox ovis NZ2/Vaccinia Lister Rekombinanten konnten
Erkenntnisse über die immunstimulatorischen Komponenten des auf Parapox ovis-Viren
basierenden Immunmodulators Baypamune® gewonnen werden (Friederichs, 2001). In der
vorliegenden Arbeit wurde das Vaccinia-Virus als eines von drei Expressionssystemen für die
Produktion viraler Proteine eingesetzt, um deren potenzielle immunstimulatorische Wirkung
zu untersuchen. Zudem wurde eine mutierte Variante einer als immunstimulatorisch aktiv
identifizierten Single-ORF(SO)-Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2 Rekombinante hergestellt




♦ Zellkulturmedium für die TK− Zelllinie (siehe Kap. 2.4)
♦ Medium für die Virusanzucht (siehe Kap. 2.5.1)
♦ Titrationsmedium für die TK− Zelllinie: (siehe Kap. 2.5.5)
♦ 2x CR0314 Medium für die Plaquereinigung: 200 ml enthalten 3,86 g E-MEM 2.0 und
0,8 g NaHCO3, HyClone® (Perbio Science, Bonn), versetzt mit 4 mM L-Glutamin
(Invitrogen, Karlsruhe)
♦ Chloroform (Merck, Darmstadt)
♦ FuGENE™ 6 (Roche Diagnostics, Mannheim)
♦ X-Gal (Biometra, Göttingen), Stammlösung in DMF (Dimethylformamid): 20 mg/ml
♦ Neutral-Rot-Lösung, (Invitrogen, Karlsruhe)
♦ SeaPlaque® Agarose, BMA (Biozym, Hess. Oldendorf)
♦ BUdR = 5-Bromo-2‘-deoxyuridine (Sigma-Aldrich, Steinheim)
♦ 6-Loch-Platten: Becton Dickinson FALCON® (Fisher Scientific, Schwerte)
♦ 24-Loch-Platten: Becton Dickinson FALCON® (Fisher Scientific, Schwerte)
♦ Rouxschalen: 50 ml (Greiner Bio-One, Frickenhausen); Becton Dickinson FALCON®
175 cm_, 750 ml (Fisher Scientific, Schwerte)
2.5.8.1 Infektion und Transfektion von TK− Zellen
Für die Infektion mit Vaccinia Lister-Virus wurden TK− Zellen verwendet, die einen zu 90 %
konfluenten Zellrasen aufwiesen. Nach Entfernen des Zellkulturmediums wurden die in
6-Loch-Platten vermehrten Zellen mit PBS (RT) gewaschen. Die Infektion erfolgte unter
gelegentlichem Schwenken in einem Volumen von 200 µl mit einer MOI von 0,1 (eingestellt
mit PBS) für 1 h im Brutschrank (37° C / 5 % CO2 / 90 % Luftfeuchtigkeit). Danach wurde
das Inokulum entfernt und die TK− Zellen für 1 h in 2 ml Titrationsmedium inkubiert.
Die Transfektion der infizierten Zellen wurde mit 1 bzw. 2 µg Plasmid-DNA durchgeführt.
Hierzu wurde der gewünschte offene Leserahmen von Parapox ovis NZ2 mit Hilfe der PCR
(Kap. 2.1.3 und 2.2.12) amplifiziert und das aufgereinigte PCR-Produkt in den Transfervektor
pVU 433 kloniert (Kap. 2.1.4 und 2.2.10). Es wurde Plasmid-DNA von zwei positiven
Klonen mit einigen Tropfen Chloroform sterilisiert und nach Verdampfen des Chloroforms
vorsichtig ein Gemisch aus 94 µl Medium für die Virusanzucht und 6 µl FuGENE 6
tropfenweise hinzugefügt. Nach 15minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
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verschiedenen Ansätze unter vorsichtigem Schwenken auf die infizierten TK− Zellen gegeben
und für 2 Tage im Brutschrank inkubiert. Als Kontrollen dienten Zellen, die mit einem
Gemisch ohne Plasmid-DNA und mit reinem Medium für die Virusanzucht behandelt worden
waren.
Nach 2 Tagen wurden die Transfektionsansätze durch Zugabe von 28 µl Xgal/Loch überprüft.
Die Farbentwicklung wurde beobachtet und der Ansatz mit der stärksten Blaufärbung geerntet
und für 10 min bei 2000 x g zentrifugiert. Anschließend wurde das Zellpellet in 1 ml PBS
aufgenommen und dreimal im Wechsel bei –80° C eingefroren und wieder aufgetaut. Bei
Bedarf wurde zusätzlich sonifiziert.
2.5.8.2 Plaquereinigung rekombinanter Viren
Die in dem ausgewählten Transfektionsansatz enthaltenen rekombinanten Vaccinia-Viren
wurden mit Hilfe von Plaqueaufreinigung weiter angereichert. Die Selektion erfolgte durch
Zusatz von BUdR, welches die Replikation des Vaccinia-Wildtyp-Virus inhibiert. Hierzu
wurden 90 % konfluente Zellrasen in 6-Loch-Platten mit 200 µl verschiedener Verdünnungen
(1:4, 1:10, 1:20) des Transfektionsansatzes infiziert (vgl. Kap. 2.5.8.1). Die Verdünnungen
wurden mit PBS eingestellt und jeweils dreimal angelegt. Nach einer Infektionsdauer von
einer Stunde im Brutschrank wurde das Inokulum abgenommen und die Zellen mit 2 ml
Agarose/BUdR überschichtet. Dabei setzte sich der Agarose-Overlay für eine 6-Loch-Platte
wie folgt zusammen:
    7 ml 2 % SeaPlaque® Agarose
 280 µl DBS
   14 µl BUdR (25 mg/ml)
6,72 ml 2x CR0314 Medium
Nach Trocknen der Agarose bei Raumtemperatur wurden die Platten für 2 Tage bei 37° C /
5 % CO2 / 90 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Detektion der rekombinanten Viren erfolgte
durch Überschichten der Ansätze mit Agarose/Xgal-Overlays und Inkubation für 24 h im
Brutschrank:
     6 ml 2 % SeaPlaque® Agarose
5,72 ml PBS
  280 µl X-Gal
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Am folgenden Tag wurden 12 tiefblaue Einzelplaques in 24-Loch-Platten mit TK− Zellen, die
bis zu einem 90 %igen Zellrasen vermehrt worden waren, überführt. Dabei wurde das
Zellkulturmedium aus den Vertiefungen entfernt und durch jeweils 1 ml Titrationsmedium
mit BUdR in einer Endkonzentration von 25 µg/ml ersetzt. In diesem Medium wurden die
transferierten Einzelplaques für zwei Tage im Brutschrank inkubiert. Nach Zugabe von
jeweils 16 µl X-Gal-Lösung pro Ansatz wurden vier stark gefärbte Ansätze geerntet und
insgesamt dreimal bei –80° C eingefroren. Es wurde ein Ansatz ausgewählt und eine weitere
Plaquereinigung durchgeführt.
Nach der zweiten Plaquereinigung eines Transfektionsansatzes wurde die Vorgehensweise
dahingehend geändert, dass anstelle von drei eingesetzten Verdünnungen (1:4, 1:10, 1:20)
eine Verdünnungsreihe von 10-1 bis 10-6 angelegt wurde.
Die aus insgesamt vier Plaquereinigungen hervorgegangene Virussuspension wurde
schließlich auf Reinheit überprüft.
2.5.8.3 Prüfung von Plaque-gereinigten Virussuspensionen auf Reinheit
Mit Hilfe dieser Überprüfung kann in Virussuspensionen rekombinanter Vaccinia-Viren der
Anteil an Wildtyp-Virus bestimmt werden. Ergibt die Überprüfung keine 100 %ige Reinheit,
d.h. es ist Vaccinia-Wildtyp-Virus nachgewiesen worden, muss eine weitere Plaquereinigung
durchgeführt werden.
Für die Überprüfung wurde Virus aus der 4. Plaquereinigung in einer 50 ml Rouxschale auf
TK− Zellen vermehrt. Die Zellen wurden mit 25 µl der Virusernte über 1 h im Brutschrank
infiziert. Nach Entfernen des Inokulums wurde mit Titrationsmedium auf ein Volumen von
5 ml aufgefüllt und bis zu einem CPE von 90 % inkubiert. Nach einmaligem Einfrieren bei
–80° C wurden TK− Zellen mit 50 µl der Virussuspension in einer 750 ml Rouxschale beimpft
und aus einem weiteren Aliquot der Virusernte DNA für die PCR extrahiert (Kap. 2.5.7.2).
Die Virusvermehrung wurde bis zum Auftreten eines 95 %igen CPE durchgeführt und die
Ernte insgesamt dreimal bei –80° C eingefroren. Von der aufgetauten Virussuspension wurde
eine Verdünnungsreihe von 10-2 bis 10-7 hergestellt und 90 % konfluente TK− Zellrasen in
6-Loch-Platten infiziert. Alle Ansätze wurden doppelt angelegt. Nach Überschichten der
Zellen mit Agarose ohne BUdR (7 ml 2 % SeaPlaque® Agarose, 300 µl DBS, 6,7 ml
2x CR0314 Medium) erfolgte eine zweitägige Inkubation im Brutschrank (vgl. Kap. 2.5.8.2).
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Um einzelne Plaques markieren zu können, wurden die Zellen mit Neutral-Rot angefärbt.
Hierzu wurden 2 ml der folgenden Lösung pro Loch pipettiert:
    6 ml 2 % SeaPlaque® Agarose
 5,5 ml PBS
550 µl Neutral-Rot
Nachdem der Neutral-Rot-Overlay getrocknet war, konnten insgesamt 200 Einzelplaques mit
einem Stift auf der Rückseite der 6-Loch-Platte markiert werden. Für die Unterscheidung von
Wildtyp- und rekombinanten Viren wurde mit Agarose/X-Gal überschichtet (vgl. Kap.
2.5.8.2). Da rekombinante Vaccinia-Viren das Enzym ß-Galaktosidase exprimieren,
erscheinen deren Plaques blau, wogegen die Plaques des Wildtyp-Virus farblos bleiben.
Wenn alle zuvor markierten 200 Plaques eine Blaufärbung aufweisen, wird die Virusernte als
rein bezeichnet.
Die reine Virusernte wurde auf Sterilität überprüft (Kap. 2.5.2) und der Virustiter bestimmt
(Kap. 2.5.5). Anschließend wurde eine konzentrierte Virusernte hergestellt (Kap. 2.5.4) und
diese erneut auf Reinheit überprüft. Auch von dieser Virussuspension wurde der Titer
ermittelt und ein Sterilitätstest durchgeführt.
Die Parapox ovis NZ2/Vaccinia Lister Rekombinanten wurden für die weiteren Analysen
über 6 Passagen auf der BK-KL 3A Zelllinie vermehrt.
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2.6 Aujeszky Maus Modell
Das Aujeszky Maus Modell wird zum Nachweis der immunstimulatorischen Wirkung von
Baypamune® und funktionaler Viruskomponenten eingesetzt. Durch intraperitoneale (i.p.)
Applikation erhalten die Tiere 24h vor der Belastung mit einer letalen Dosis (10-20 x LD50)
Aujeszky-Virus (Pseudorabiesvirus, PRV) die zu untersuchende Testsubstanz (Baypamune,
inaktivierte Viren, Proteine, u.ä.). Nach 10 Tagen kann durch Berechnung des Wirkungsindex
eine Aussage getroffen werden, ob die prophylaktisch applizierte Testsubstanz einen
signifikanten Schutz vor der PRV-Belastung vermittelt.
Material:
♦ Mäuse: Auszuchtstamm HsdWin:NMRI, weiblich, Gewicht 18-20 g (Harlan/Winkelmann,
Borchen) (vgl. Kap. 2.1.10)
♦ autoklavierte Polycarbonatkisten (Breite x Länge x Höhe: 215 x 375 x 18 cm) mit
Raufdeckel und 700 ml Polycarbonat-Trinkflaschen (Firma Altromin, Lage)
♦ Futter: Altromin Haltungsfutter Ratten/Mäuse 1324, Pellet (Firma Altromin, Lage)
♦ Leitungswasser
♦ Pseudorabiesvirus, PRV, Stamm Hannover H2 (Kap. 2.1.7)
♦ physiologische Kochsalzlösung: 0,9 % NaCl-Lösung, pH 7,2
♦ Baypamune®
Maushaltung:
Grundsätzlich erfolgte die Tierhaltung in einem S2-Isolierstall bei 20-22° C (50-60 %
Luftfeuchtigkeit) und einem automatisierten Tag/Nacht-Zyklus (Beleuchtung 06:30-18:30;
Dunkelheit 18:30-06:30). Die Polycarbonatkisten wurden mit Sägespänen ausgelegt und der
freie Zugang zu Wasser und Futter war gewährleistet.
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2.6.1 Belastungsmodell und Ermittlung des Wirkungsindex (WI)
Alle Versuche sind mit Gruppen von 10 Mäusen durchgeführt worden. Die Tiere einer
Gruppe wurden mit der gleichen Testsubstanz behandelt.
Um den Einfluss von Transportstress auf die Versuche zu minimieren, wurden den Mäusen
erst 2-3 Tage nach Anlieferung die zu untersuchenden Substanzen appliziert.
Die verwendete Dosis wurde im Fall der Proteine in „µg“ und für inaktivierte Viren
entsprechend des vor der Inaktivierung ermittelten Titers in TCID50/ml als „Titeräquivalent“
angegeben. Von den mit physiologischer Kochsalzlösung verdünnten Proben wurden 0,2 ml
pro Maus i.p. injiziert.
Die Belastung der Tiere mit Pseudorabiesvirus erfolgte 24 h nach der Behandlung mit den
Testsubstanzen. Hierzu wurde das Belastungsvirus auf einen Titer von durchschnittlich
103,4 TCID50/ml verdünnt und 0,2 ml in das Peritoneum appliziert.
Um den genauen Belastungstiter zu ermitteln, wurden die Verdünnungen des Pseudorabies-
virus am gleichen Tag rücktitriert. So konnten Titerschwankungen und eine durch lange
Lagerzeiten auftretende Instabilität des Virus festgestellt werden.
Parallel zu den Testgruppen wurden jeweils zwei Kontrollgruppen in die Versuche integriert.
Eine Mausgruppe erhielt als Negativkontrolle physiologische Kochsalzlösung, die andere
Gruppe wurden als Positivkontrolle entweder mit Baypamune® oder einer bereits als immun-
stimulatorisch charakterisierten Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2 Rekombinanten behandelt.
Die Tiere der Gruppe, die physiologische Kochsalzlösung erhalten hatte, starben 3-8 Tage
nach der Belastung mit dem Aujeszky-Virus. Dagegen überlebten die Tiere der
Positivkontrolle die ansonsten tödlich verlaufende Infektion.
Aus dem Verhältnis der toten Tiere in den Testgruppen und der Negativkontrolle konnte die
Größenordnung der Immunstimulation anhand des sogenannten Wirkungsindex (WI)
bestimmt werden. Der Wirkungsindex gibt den prozentualen Anteil der Mäuse an, die durch
den immunstimulatorischen Effekt einer Testsubstanz bzw. durch Baypamune® vor der PRV-
Belastung geschützt sind. Für die Berechnung wird folgende Formel benutzt:
WI = [(b-a)/b] x 100
a = prozentualer Anteil toter Tiere in der jeweiligen Testgruppe




Um die Signifikanz der Daten aus dem Aujeszky Maus Modell zu überprüfen, wurde für die
statistische Auswertung der Chi-Quadrattest (Sachs, 1997) angewendet. Unter Annahme einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (p = 0,05) wurden die minimalen Wirkungsindizes
bestimmt, die einen signifikanten Unterschied, bezogen auf die Mortalitätsrate, zwischen der
Negativkontrolle und den Testgruppen darstellen. Für die eingesetzte Anzahl von 10
Versuchtieren pro Gruppe ergeben sich folgende Werte:










Signifikanzgrenzen im Aujeszky Maus Modell.
Aus den Berechnungen geht hervor, dass bei mindestens 7 toten Mäusen in der
Kontrollgruppe Wirkungsindizes von ≥ 57 % signifikant sind. Das bedeutet für die Analyse
immunstimulatorischer Effekte von Testsubstanzen, dass tatsächlich ein solche Wirkung nur
dann vorliegt, wenn mindestens ein WI von 57 % erreicht wird. Geringere Werte weisen




3.1 Genetische Charakterisierung der Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2
Rekombinanten und Auswahl von Proteinkandidaten
Die in den bisherigen Analysen zur Identifikation der immunstimulatorischen Komponenten
von Baypamune® verwendeten Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2 (VVOV) Rekombinanten
enthalten Fragmente aus unterschiedlichen Bereichen des Genoms von PPVO NZ2. Die
Größen der Inserts variierten zwischen 5,3 kBp und 18,1 kBp. Mercer et al. (1997) haben die
Koordinaten der DNA-Fragmente durch Restriktionskartierung und Southernblot-Analyse
bestimmt. Nach der Adaption der VVOV Rekombinanten an die Zellinie BK-KL 3A, die auch
für die Herstellung von Baypamune® verwendet wird, wurde jedoch eine weitere genetische
Charakterisierung notwendig. Um die vollständig und ausschließlich in den immun-
stimulatorisch aktiven VVOV Rekombinanten (VVOV 215, 97, 96, 245, 285, 243, 283, 330)
und der immunmodulatorischen Rekombinanten VVOV 82 enthaltenen offenen Leserahmen
zu identifizieren, erfolgte eine basengenaue Analyse der PPVO NZ2-Inserts.
3.1.1 Kartierung der PPVO-Fragmente im Genom des Parapox ovis Stamms NZ2 und
Vergleich mit den publizierten Daten aus Mercer et al. (1997)
Eine basengenaue Koordinatenbestimmung konnte für 17 von 18 terminal flankierenden
Regionen der in den insgesamt 9 analysierten VVOV Rekombinanten enthaltenen PPVO
NZ2-Inserts durchgeführt werden. Hierzu wurden die Übergangsbereiche zwischen dem
Vaccinia Lister-Rückgrat und den 5‘- bzw. 3‘-Enden der PPVO NZ2-Inserts mit Hilfe von
PCR amplifiziert. Nach Sequenzierung der PCR-Produkte konnten die Koordinaten der
terminal flankierenden Regionen durch einen Vergleich mit der Genomsequenz von PPVO
NZ2 basengenau bestimmt werden.
Abb. 3
Schematische Darstellung der PCR-Strategie zur Analyse der terminal flankierenden Regionen der PPVO NZ2-
Inserts in den VVOV-Rekombinanten. Das Vaccinia Lister-Rückgrat (VV) ist in blau und das NZ2-Insert in rot
dargestellt. Rote Pfeile repräsentieren PPVO-spezifische und blaue Pfeile Vaccinia-spezifische Primer. Die an
die blauen Boxen links bzw. rechts angrenzenden Zahlen geben die Orientierung des Vaccinia Lister-Genoms
an.








VVOV 215 10,3 – 20,0 9,7
VVOV 97 24,1 – 33,8 9,7
VVOV 96 31,0 – 46,8 15,8
VVOV 245 48,0 – 66,3 18,3
VVOV 285 74,8 – 88,6 13,8
VVOV 243 82,3 – 92,5 10,2
VVOV 283 88,3* – 103,5 15,2
VVOV 330 102,5 – 108,4 5,9
VVOV 82 122,6 – 136,0 13,4
Tab. 6
Koordinaten der in den 9 analysierten
Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2
Rekombinanten integrierten Inserts
im PPVO NZ2 Genom. Den
jeweiligen VVOV Rekombinanten
sind die Koordinaten und die aus
diesen Daten errechneten Insert-
größen zugeordnet.
* Da die Koordinaten des 5‘-Endes
von VVOV 283 nicht experimentell
bestimmt werden konnten, ist der in
Mercer  et al. (1997) angegebene
Wert unter Berücksichtigung der für
das 3‘-Ende ermittelten Abweichung
von 1,1 kBp (siehe Tab. 7) berechnet
worden.
Die ermittelten Sequenzdaten ergaben Abweichungen von 0,1 bis 1,6 Kilobasenpaaren zu den
von Mercer et al. (1997) veröffentlichten Ergebnissen. Außerdem enthält VVOV 245 ein
zusätzliches 48 Bp Fragment, welches zwischen der P11-Promotorregion des Vaccinia Lister-
Rückgrats (Kap. 2) und dem 3‘-Ende des NZ2-Fragments lokalisiert ist (Abb. 7). Im Fall der
Rekombinanten VVOV 283 war es nicht möglich, ein spezifisches PCR-Produkt aus der















VVOV 215 Kpn I 10,4 – 20,3 10,3 – 20,0 0,3
VVOV 97 Sau3A I 24,3 – 34,0 24,1 - 33,8 0,2
VVOV 96 Sau3A I 30,3 – 46,3 31,0 - 46,8 0,7
VVOV 245 Sau3A I 48,3 – 66,4 48,0 – 66,3 0,3
VVOV 285 Sau3A I 75,4 – 89,4 74,8 – 88,6 0,8
VVOV 243 BamH I + Hind III 82,9 – 93,5 82,3 – 92,5 1,0
VVOV 283 Sau3A I 89,4 – 104,6 - 103,5 1,1
VVOV 330 Bgl II 103,3 – 108,6 102,5 – 108,4 0,8
VVOV 82 Sau3A I 123,1 – 137,6 122,6 – 136,0 1,6
Tab. 7
Berechnung der maximalen Abweichungen der Ausgangskoordinaten für die basengenaue Analyse der NZ2-
Fragmente der immunstimulatorisch bzw. –modulatorisch aktiven VVOVs. Es sind die zur Herstellung der
jeweiligen Rekombinanten verwendeten Restriktionsenzyme und die für das Primerdesign eingesetzten Daten
aus Mercer et al. (1997) dargestellt. Durch Vergleich mit den aus der Sequenzierung gewonnenen Ergebnissen
ist die maximale Abweichung in Kilobasenpaaren errechnet worden. Das 5‘-Ende des NZ2-Inserts der




3.1.2 Identifikation von vollständig und ausschließlich in den analysierten VVOV
Rekombinanten enthaltenen offenen Leserahmen aus PPVO NZ2
Mit Hilfe der vorliegenden Sequenzdaten aus den Übergangsregionen des Vaccinia Lister-
Rückgrats und den terminalen Bereichen der PPVO NZ2-Inserts konnten offene Leserahmen
(ORF) bestimmt werden, die für die immunstimulatorische bzw. -modulatorische Wirkung
der jeweiligen VVOV Rekombinante in Frage kommen. Hierzu war es notwendig,
vollständige ORFs zu identifizieren, die ausschließlich in den immunstimulatorisch aktiven
VVOVs integriert sind. Die potenzielle Funktion der entsprechenden Genprodukte wurde
durch Sequenzvergleich mit Homologen folgender Vertreter der Chordopoxverinae ermittelt:
Vaccinia- und Molluscum contagiosum-Virus (MCV).
ORF von bis Pocken-Virus-Homologe, mögliche Funktion der Proteine
1r 6517 4970 OV G1L, enthält Ankyrin-Repeats, verwandt mit F-box Proteinen
2r 8042 6684 VV F11L, MCV 18L
3r 9989 8070 VV F12L, MCV 19L, Bildung von extrazellulären umhüllten Virionen (EEVs) ?
4r 11195 10062 VV F13L, MCV 21L, OV B2L, Phospholipase D
5r 11493 11227 OV B3L
6 11802 12038 möglicherweise kein ORF, kein Homolog
7r 12358 12080
kein VV-Homolog, MCV 26L, similar to ubiquitination proteins with
RING-Finger Motiv (APC11 und Roc)
8r 13980 12364 kein VV-Homolog, MCV 27L
9r 14826 14053 VV F16L, MCV 29L
10 15080 15394 VV F17R, MCV 30R, DNA-bindendes TAN-Protein
11r 16838 15423 VV E1L, MCV 31L, polyA-Polymerase
12r 19021 16847 VV E2L, MCV 32L
13r 19704 19156
VV E3L, kein MCV-Homolog, Interferon-Resistenz Protein (OVIFNR),
homolog zu PACT/RAX Proteinen von Säugern, dsRNA Binde-Domäne
14r 20314 19736 VV E4L, MCV 34L, RNA-Polymerase-Untereinheit (RPO 30)
15 20401 22101 VV E6R, MCV 37R
16 22125 22940 VV E8R, MCV 38R
Abb. 4
Bestimmung der in der Rekombinanten VVOV 215 enthaltenen offenen Leserahmen aus PPVO NZ2. Die
offenen Leserahmen sind numerisch in aufsteigender Reihenfolge vom linken zum rechten Genomterminus
dargestellt. ORFs, die in inverser Richtung transkribiert werden, sind mit einem r bezeichnet (z.B. 2r). In den
beiden mittleren Spalten ist die genaue Position (von/bis) des jeweiligen ORF im Genom von PPVO NZ2
angegeben. Homologe aus der Unterfamilie der Chordopoxverinae, Sequenzmotive und mögliche Funktionen
der jeweiligen Proteine sind in der rechten Spalte zu finden.
Neben der Tabelle sind links in Form von Linien die Genomabschnitte markiert, die in den entsprechenden
Vaccinia Lister/Parapox ovis Rekombinanten integriert sind.
(VV = Vaccinia-Virus, MCV = Molluscum contagiosum-Virus, OV = Orf-Virus)
Die im Aujeszky Maus Modell als immunstimulatorisch aktiv identifizierte Rekombinante
VVOV 215 (Friederichs, 2001) enthält die offenen Leserahmen ORF 4r bis ORF 14r. Es sind














Transkriptions- und Translationsstart von ORF 4r und der 3‘-Bereich von ORF 14r. Dagegen
sind die ORFs 5r bis 13r vollständig in dem PPVO-Insert vorhanden.
11r ist der einzige ORF, der vollständig und ausschließlich in VVOV 215 integriert ist. Alle
weiteren ORFs finden sich auch in nicht-aktiven Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2
Rekombinanten. ORF 11r kodiert für ein Protein, welches zu einer katalytischen Untereinheit
der polyA-Polymerase von Vaccinia-Virus homolog ist (Gershon et al., 1991).
ORF von bis Pocken-Virus-Homologe, mögliche Funktion der Proteine
17 23003 23866 kein Homolog
18r 26908 23873 VV E9L, MCV 39L, DNA-Polymerase
19 26926 27213 VV E10R, MCV 40R, entferntes ERV/ALR Homolog
20r 27626 27216 VV E11L, MCV 41L
21r 29754 27616 VV O1L, MCV 42L, verwandt mit ORF 12r und Vaccinia E2L
22r 32217 29800 VV O3L, MCV 43L
23r 33380 32418 VV I1L, MCV 44L
24r 33602 33393 VV I2L, MCV 45L
25r 34466 33612 VV I3L, MCV 46L DNA-bindendes Phosphoprotein
26r 34735 34502 VV I5L, MCV 47L
27r 35905 34739 VV I6L, MCV 48L
28r 37194 35905 VV I7L, MCV 49L, Viruscoreprotein
29 37200 39248 VV I8R, MCV 50R, RNA-Helikase
30r 41037 39229 VV G1L, MCV 56L, Zink-Protease, Virion-Morphogenese
31 41374 42066 VV G2R, MCV 58R, Transkriptionsfaktor (reguliert späte Genexpression)
32r 42336 41731 kein Homolog
33r 42407 41997 VV G4L, MCV 59L, Glutaredoxin ?
34 42410 43765 VV G5R, MCV 60R
35 43770 43958 VV G5.5R, MCV 61R, RNA-Polymerase-Untereinheit (RPO 7)
36 43980 44534 VV G6R, MCV 61R
37r 45727 44537 VV G7L, MCV 65L, Viruscore-Vorläuferprotein
38 45760 46557 VV G8R, MCV 67R, Transkriptionsfaktor (reguliert späte Genexpression)
39 46567 47568 VV G9R, MCV 68R
Abb. 5
Bestimmung der in den Rekombinanten VVOV 96 und 97 enthaltenen offenen Leserahmen aus PPVO NZ2. Die
offenen Leserahmen sind numerisch in aufsteigender Reihenfolge vom linken zum rechten Genomterminus
dargestellt. ORFs, die in inverser Richtung transkribiert werden, sind mit einem r bezeichnet (z.B. 26r). In den
beiden mittleren Spalten ist die genaue Position (von/bis) des jeweiligen ORF im Genom von PPVO NZ2
angegeben. Homologe aus der Unterfamilie der Chordopoxverinae, Sequenzmotive und mögliche Funktionen
der jeweiligen Proteine sind in der rechten Spalte zu finden.
Neben der Tabelle sind links in Form von Linien die Genomabschnitte markiert, die in den entsprechenden
Vaccinia Lister/Parapox ovis Rekombinanten integriert sind.
(VV = Vaccinia-Virus, MCV = Molluscum contagiosum-Virus, OV = Orf-Virus)
Die Rekombinanten VVOV 96 und VVOV 97 induzieren die Bildung von TNF-α und INF-γ
in humanem Vollblut und stimulieren die sogenannte MHC I-Kreuzpräsentation von
exogenen Antigenen in sinusoidalen Endothelzellen der Leber (siehe Kap. 1). Sie schützen
jedoch nicht vor einer tödlichen Belastung mit Pseudorabies-Virus, wie sie im Aujeszky









VVOV 97 beinhaltet die offenen Leserahmen ORF 19 bis ORF 24r vollständig und Teile von
ORF 18r und ORF 25r (ORF 18r: Promotor, Transkriptions- und Translationsstart; ORF 25r:
3‘-Ende). Alle vollständig im Insert von VVOV 97 integrierten offenen Leserahmen sind in
keiner immunstimulatorisch inaktiven Rekombinanten zu finden. Auf dem NZ2-Fragment der
Rekombinanten VVOV 96 sind insgesamt 16 vollständige ORFs lokalisiert: ORF 23r-38. Die
flankierenden offenen Leserahmen ORF 22r und ORF 39 liegen nur teilweise auf dem Insert
(jeweils Promotor, Transkriptions- und Translationsstart).
Ungefähr die Hälfte der vollständig in VVOV 96 enthaltenen ORFs befinden sich auch in der
immunstimulatorisch unwirksamen Rekombinanten VVOV 212: ORF 32r-38.
Da VVOV 96 und VVOV 97 überlappende Genomabschnitte aus PPVO NZ2 besitzen, sind
die offenen Leserahmen ORF 23r und ORF 24r in beiden Rekombinanten zu finden.
Insgesamt kommen die Genprodukte von 12 verschiedenen offenen Leserahmen für die
immunstimulatorischen Eigenschaften der beiden VVOV-Rekombinanten 96 und 97 in Frage.
ORF von bis Pocken-Virus-Homologe, mögliche Funktion der Proteine
40 47572 48303 VV L1R, MCV 69R, Virionprotein ?, verwandt mit Vaccinia F9L
41 48352 48621 VV L2R, MCV 70R
42r 49887 48634 VV L3L, MCV 72L
43 49917 50693 VV L4R, MCV 73R, Viruscoreprotein ?, DNA-bindend ?
44 50719 51102 VV L5R, MCV 74R
44a 51059 51511 VV J1R, MCV 75R
45 51584 52591 VV J3R, MCV 76R, polyA-Polymerase-Untereinheit
46 52509 53066 VV J4R, MCV 77R, RNA-Polymerase-Untereinheit (RPO 22)
47r 53523 53023 VV J5L, MCV 78L
48 53607 57473 VV J6R, MCV 79R, RNA-Polymerase-Untereinheit (RPO 147)
49r 58070 57528 VV H1L, MCV 82L, Tyrosin-Phosphatase
50 57700 58662 VV H2R, MCV 83R
51r 59674 58673 VV H3L, MCV 84L, OV F1L, immundominantes Oberflächenprotein (39kD)
52r 62089 59678
VV H4L, MCV 85L, OV F2L, RNA-Polymerase assoziierter Co-Faktor
(RAP94)
53 62198 62881
VV H5R, MCV 86R, OV F3R, Transkriptionsfaktor (reguliert späte
Genexpression)
55 62909 63862 VV H6R, MCV 87R, OV F4R, Topoisomerase 1
56 63858 64271 VV H7R, MCV 88R, OV C1R
57 64309 66831 VV D1R, MCV 90R, mRNA-Capping-Enzym
58r 67266 66799 VV D2L, MCV 91L, Virionprotein
Abb. 6
Bestimmung der in der Rekombinanten VVOV 245 enthaltenen offenen Leserahmen aus PPVO NZ2. Die
offenen Leserahmen sind numerisch in aufsteigender Reihenfolge vom linken zum rechten Genomterminus
dargestellt. ORFs, die in inverser Richtung transkribiert werden, sind mit einem r bezeichnet (z.B. 42r). In den
beiden mittleren Spalten ist die genaue Position (von/bis) des jeweiligen ORF im Genom von PPVO NZ2
angegeben. Homologe aus der Unterfamilie der Chordopoxverinae, und mögliche Funktionen der jeweiligen
Proteine sind in der rechten Spalte zu finden.
Neben der Tabelle sind links in Form von Linien die Genomabschnitte markiert, die in den entsprechenden
Vaccinia Lister/Parapox ovis Rekombinanten integriert sind.
(VV = Vaccinia-Virus, MCV = Molluscum contagiosum-Virus, OV = Orf-Virus)
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Die immunstimulatorische Wirkung der Vaccinia Lister/Parapox ovis Rekombinanten VVOV
245 wurde im Aujeszky Maus Modell nachgewiesen (Friederichs, 2001).
In der Rekombinanten sind die offenen Leserahmen ORF 41 bis ORF 56 vollständig und
Teile von ORF 40 und ORF 57 vorhanden (ORF 40: 3‘-Bereich; ORF 57: Promotor, Trans-
kriptions- und Translationssstart). Nur die offenen Leserahmen ORF 45, 46, 47 und 48
befinden sich vollständig und ausschließlich in VVOV 245.
Zusätzlich enthält VVOV 245 ein 48 Bp großes Fragment, welches zwischen der P11-
Promotorregion von Vaccinia und dem 3‘-Ende des PPVO NZ2 Inserts integriert ist.
Dieses DNA-Fragment ist identisch mit den Positionen 55926–55973 im NZ2-Genom und
von zwei Sau3A I-Schnittstellen flankiert. Da das vollständige NZ2-Fragment von VVOV
245 den Genombereich von Position 47951 bis 66259 (Tab. 7) einschließt, liegen zwei
Kopien dieses 48 Basenpaarabschnitts vor (Abb. 7).
Abb. 7
Lokalisation des zusätzlich in VVOV 245 integrierten 48 Bp Fragments aus PPVO NZ2. Das Vaccinia Lister-
Rückgrat ist in blau und das NZ2-Insert in rot dargestellt. Die an die blauen Boxen links bzw. rechts
angrenzenden Zahlen geben die Orientierung des Vaccinia Lister-Genoms an. Die Orientierung des PPVO NZ2
Fragments ist durch die Zahlen oberhalb der roten Boxen symbolisiert. Das zusätzliche 48 Bp Fragment ist rot
schraffiert dargestellt. Mit * ist die ursprüngliche Position des 48 Bp Fragments innerhalb des Inserts markiert.
Durch den vertikalen Pfeil wird die Integrationsstelle des zusätzlich vorhandenen DNA-Fragments angezeigt.
Die Vaccinia-Virus Homologe der ORF 45, 46 und 48 kodieren für eine polyA-Polymerase-
Untereinheit und zwei RNA-Polymerase-Untereinheiten (Broyles und Moss, 1986; Gershon
und Moss, 1993). ORF 47r ist zu dem Protein J5L homolog, welches zu den spät exprimierten
Proteinen von Vaccinia-Virus gehört und für die Virusvermehrung essenziell ist. Die genaue
Funktion im Lebenszyklus von Vaccinia konnte bisher nicht bestimmt werden (Zajac et al.,
1995).
VVOV 285 und 330 stellen die einzigen Rekombinanten dar, deren immunstimulatorische
Wirkung in allen drei Modellsystemen nachgewiesen werden konnte. Beide Rekombinanten
bieten im Aujeszky Maus Modell einen signifikanten Schutz vor der Belastung mit
Pseudorabies-Virus, sie induzieren die Bildung von TNF-α und INF-γ in humanem Vollblut
und stimulieren die MHC I-Kreuzpräsentation in Leberendothelzellen (Friederichs, 2001;
Prof. Dr. P. Knolle; Dr. A. Limmer, Universität Bonn, persönliche Mitteilung).
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ORF von bis Pocken-Virus-Homologe, mögliche Funktion der Proteine
63 73540 74211 VV D10R, MCV 99R, putative NTP-Pyrophosphohydrolase
64r 76120 74207 VV D11L, MCV 100L, virale NTPase (NPH 1)
65r 76749 76186 kein Homolog
66r 77698 76799 VV D12L, MCV 101L, mRNA-Capping-Enzym
67r 79343 77709 VV D13L, MCV 102L, Rifampicin-Resistenz-Protein, Virion-Membranprotein
68r 79816 79367 VV A1L, MCV 103L, Transaktivatorprotein (reguliert späte Genexpression)
69r 80529 79858
VV A2L, MCV 104L, Transaktivatorprotein, Zink-Finger Motiv, (reguliert späte
Genexpression
70r 80774 80529 VV A2.5L, MCV 105L, Variola A3L, Thioredoxin ?
71r 82815 80788 VV A3L, MCV 106L, „Major“ Viruscoreprotein, Hauptbestandteil des Virions
72r 83835 82834 VV A4L, MCV 107L, Viruscoreprotein
73 83874 85583 VV A5R, MCV 108R, RNA-Polymerase-Untereinheit (RPO 19)
74r 85535 84402 VV A6L, MCV 109L
75r 88096 85574 VV A7L, MCV 110L, Transkriptionsfaktor (reguliert frühe Genexpression)
76 87759 88667 VV A8R, MCV 111R
77r 88920 88642 VV A9L, MCV 112L
78r 91652 88938 VV A10L, MCV 113L, „Major“ Viruscoreprotein, Hauptbestandteil des Virions
79 91667 92674 VV A11R, MCV 114R
80r 93466 92681 VV A12L, MCV 115L, Virionprotein
81r 93761 93486 VV A13L, MCV 117L, Virion-Membranprotein
82r 94060 93788 VV A14L, MCV 118L, Virion-Membranprotein
83r 94238 94080 VV A14.5L, MCV 119L
84r 94508 94242 VV A15L, MCV 120L
85r 95571 94498 VV A16L, MCV 121L
86r 96187 95600 VV A17L, MCV 122L, Virion-Membranprotein
87 96202 97665 VV A18R, MCV 123R, RNA Helikase
88r 97915 97643 VV A19L, MCV 124L, Zink-Finger Motiv
89 98251 99537 VV A20R, MCV 126R, Prozessivitätsfaktor für DNA-Polymerase
90 99537 99974 VV A22R, MCV 127R
91 100001 101140
VV A23R, MCV 128R, Transkriptionsfaktor (reguliert intermediäre
Genexpression)
92 101168 104650 VV A24R, MCV 129R, RNA-Polymerase-Untereinheit (RPO 132)
93r 106354 104795 VV A26L, MCV 131L, A-type inclusion body/Fusionspeptid-Protein
94r 107947 106400 VV A26L, MCV 131L, A-type inclusion body/Fusionspeptid-Protein
95r 108256 107990 VV A27L, MCV131L/133L, virales Fusionsprotein
96r 108719 108300 VV A28L, MCV 134L
Abb. 8
Bestimmung der in den Rekombinanten VVOV 285, 243, 283 und 330 enthaltenen offenen Leserahmen aus
PPVO NZ2. Die offenen Leserahmen sind numerisch in aufsteigender Reihenfolge vom linken zum rechten
Genomterminus dargestellt. ORFs, die in inverser Richtung transkribiert werden, sind mit einem r bezeichnet
(z.B. 64r). In den beiden mittleren Spalten ist die genaue Position (von/bis) des jeweiligen ORF im Genom von
PPVO NZ2 angegeben. Homologe aus der Unterfamilie der Chordopoxverinae, Sequenzmotive und mögliche
Funktionen der jeweiligen Proteine sind in der rechten Spalte zu finden.
Neben der Tabelle sind links in Form von Linien die Genomabschnitte markiert, die in den entsprechenden
Vaccinia Lister/Parapox ovis Rekombinanten integriert sind.
(VV = Vaccinia-Virus, MCV = Molluscum contagiosum-Virus, OV = Orf-Virus)
In VVOV 285 finden sich die offenen Leserahmen ORF 64r-76 und in VVOV 330 sind ORF
92-96r präsent. Die jeweils flankierenden ORFs sind nur partiell integriert: Es befinden sich
der Promotor, Transkriptions- und Translationsstart der flankierenden ORFs 64r und 76 im
Insert der Rekombinanten VVOV 285. Von ORF 92 und 96r sind die 3‘-Bereiche in
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VVOV 330 enthalten. Da einige Genombereiche auch in immunstimulatorisch inaktiven
Rekombinanten vorkommen, reduziert sich die Anzahl relevanter ORFs: VVOV 285
beinhaltet vollständig und ausschließlich ORF 69r bis ORF 75r, VVOV 330 die ORFs 93r
und 94r. Während ORF 69r-75r unterschiedliche Homologe im Vaccinia-Virus besitzen,
zeigen beide offenen Leserahmen aus VVOV 330, ORF 93r und 94r, Sequenzüberein-
stimmungen mit VV A26L (Abb. 10).
Die DNA-Fragmente der Vaccinia Lister/Parapox ovis Rekombinanten VVOV 243 und 283
stammen aus gleichen bzw. benachbarten Regionen des NZ2-Genoms. Beide Rekombinanten
sind jedoch nur in jeweils einem Modellsystem als immunstimulatorisch aktiv getestet
worden: VVOV 243 induziert die Produktion von TNF-α und INF-γ in humanem Vollblut
und VVOV 283 wirkt stimulierend auf die MHC I-Kreuzpräsentation in Leberendothelzellen
(Friederichs, 2001; Prof. Dr. P. Knolle; Dr. A. Limmer, Universität Bonn, persönliche
Mitteilung). Die Anzahl der offenen Leserahmen, die ursächlich für die immunstimula-
torische Wirkung sein könnten, ist etwa um ein Drittel größer als die in den Rekombinanten
VVOV 285 und VVOV 330 enthaltenen. In VVOV 243 sind die offenen Leserahmen ORF
72r-91 vollständig und Teile der ORF 71r und 92 vorhanden (ORF 71r: Promotor,
Transkriptions- und Translationsstart; ORF 92: 3‘-Bereich). Ein Vergleich mit der
Rekombinanten VVOV 285 zeigt, dass ungefähr die Hälfte der offenen Leserahmen, die in
VVOV 243 integriert ist, ebenfalls in VVOV 285 zu finden ist.
Da nur das 3‘-Ende von VVOV 283 basengenau bestimmt werden konnte, ist es nicht
möglich exakte Angaben über die vollständig und ausschließlich im NZ2-Fragment der
Rekombinanten eingeschlossenen offenen Leserahmen zu machen. Das potenzielle 5‘-Ende
des Inserts konnte jedoch mit Hilfe der Angaben aus Mercer et al. (1997) und durch
Verrechnung der Abweichung am 3‘-Ende bestimmt werden (Tabelle). Es wird daher
angenommen, dass die offenen Leserahmen ORF 79 bis ORF 91 vollständig und nur der
Promotor, Transkriptions- und Translationsstart der ORF 78r und 92 enthalten sind. Da
sämtliche überlappende Fragmente ebenfalls immunstimulatorisch aktiven Rekombinanten
zuzuordnen sind, können alle vollständigen offenen Leserahmen mögliche Kandidaten für die
Wirkung der Rekombinanten sein.
Die Rekombinante VVOV 82 bildet im Vergleich zu den anderen immunstimulatorisch
aktiven VVOV Rekombinanten eine Ausnahme. Sie zeigte in keinem der Modellsysteme eine
immunstimulatorische Wirkung: Es konnte keine Induktion von TNF-α und IFN-γ  in
humanem Vollblut festgestellt werden und im Aujeszky Maus Modell besitzt VVOV 82 die




ORF von bis Pocken-Virus-Homologe, mögliche Funktion der Proteine
119 121288 122256 VV A51R, kein MCV-Homolog, entferntes VV A51R-Homolog
120 122350 123924 verwandt mit 1r/G1L, enthält Ankyrin-Repeats
121 123962 125566 kein Homolog
122r 125193 124591 kein Homolog
123r 125689 123935 ORF 123r aus D1701 liegt in NZ2 in zwei ORFs vor
123ar 123839 123297 homolog zu Sequenzabschnitten in LTR (left terminal region)
124 125652 126170 kein Homolog
125r 126121 125699 kein Homolog
126 126279 127769 verwandt mit 1r/G1L, enthält Ankyrin-Repeats
127 127851 128408 homolog zu ovinem Interleukin 10
128 128520 130076 verwandt mit 1r/G1L, enthält Ankyrin-Repeats
129 130105 131700 verwandt mit 1r/G1L, enthält Ankyrin-Repeats
130 131790 133283 VV F10L, MCV 17L, Kinase (ORF ist transloziert)
131 133246 133920 VV F9L, MCV 16L (ORF ist transloziert)
132 133972 134370 homolog zu ovinem VEGF
133 134418 134693 entspricht L7r
R1 134402 134992 LTR-Protein (entspricht L4r), homolog zu retroviraler Pseudoprotease
R2r 134853 134419
LTR-Protein (entspricht L6, 134r aus D1701), homolog zu retroviraler
Pseudoprotease
R3 135628 135897 LTR-Protein (entspricht L3r), homolog zu retroviraler Pseudoprotease
R4 136780 137112 LTR-Protein (entspricht L2r), homolog zu retroviraler Pseudoprotease
R5r 137558 137022 LTR-Protein (entspricht L1r), homolog zu retroviraler Pseudoprotease
Abb. 9
Bestimmung der in der Rekombinanten VVOV 82 enthaltenen offenen Leserahmen aus PPVO NZ2. Die offenen
Leserahmen sind numerisch in aufsteigender Reihenfolge vom linken zum rechten Genomterminus dargestellt.
ORFs, die in inverser Richtung transkribiert werden, sind mit einem r bezeichnet (z.B. 122r). In den beiden
mittleren Spalten ist die genaue Position (von/bis) des jeweiligen ORF im Genom von PPVO NZ2 angegeben.
Homologe aus der Unterfamilie der Chordopoxverinae, Sequenzmotive und mögliche Funktionen der jeweiligen
Proteine sind in der rechten Spalte zu finden.
Neben der Tabelle sind links in Form von Linien die Genomabschnitte markiert, die in den entsprechenden
Vaccinia Lister/Parapox ovis Rekombinanten integriert sind.
(VV = Vaccinia-Virus, MCV = Molluscum contagiosum-Virus, OV = Orf-Virus)
Im Gegensatz zu den oben genannten Modellsystemen kann bei der Messung der MHC I-
Kreuzpräsentation in Leberendothelzellen eine inhibitorische Wirkung detektiert werden. In
diesem in vitro Modell wurde eine starke Inhibierung der MHC I-Kreuzpräsentation durch die
Rekombinante VVOV 82 nachgewiesen (Prof. Dr. P. Knolle; Dr. A. Limmer, Universität
Bonn, persönliche Mitteilung). VVOV 82 besitzt also eine immunmodulatorische Wirkung. In
dieser Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2 Rekombinanten sind die offenen Leserahmen ORF
121 bis ORF 133 und Sequenzwiederholungen (R1-R3) aus der rechten terminalen Region
des Genoms von PPVO NZ2 vollständig integriert. Von ORF 120 ist nur der 3‘-Bereich
enthalten. Das 3‘-Ende des Inserts von VVOV 82 befindet sich in einer nicht-kodierenden
Region zwischen den Sequenzwiederholungen R3 und R4 (Abb. 9). Da keine weiteren
Genomabschnitte aus dieser Region des NZ2-Genoms in anderen VVOV Rekombinanten
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vorkommen, sind prinzipiell alle vollständigen ORFs mögliche Kandidaten für die
immunmodulatorische Wirkung von VVOV 82.
VVOV 82 beinhaltet unter anderem den offenen Leserahmen ORF 127, welcher zu ovinem
und verschiedenen viralen Formen von Interleukin-10 (IL-10) homolog ist. Das Parapox ovis
eigene IL-10 (OV-IL-10) besitzt die gleichen Eigenschaften wie die zellulären Formen. OV-
IL-10 inhibiert die Zytokinsynthese (z.B. TNF-α) in murinen Makrophagen des Peritoneums
(Imlach et al., 2002). Insbesondere wirkt OV-IL-10 als antiinflammatorisches Zytokin der
Produktion von IFN-γ in natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Lymphozyten entgegen
(Fleming et al., 2000).
Mit ORF 132 besitzt VVOV 82 ein weiteres Homolog zu einem ovinen Gen. Der offene
Leserahmen kodiert für ein Mitglied der VEGF-Familie (Lyttle et al., 1994). Das virale
Homolog OV2-VEGF aus PPVO NZ2 ist genauso wie die zellulären Faktoren in der Lage, an
bekannte VEGF-Rezeptoren (VEGFR-2 und Neuropilin 1) zu binden, die Proliferation von
vaskulären Endothelzellen zu stimulieren und eine höhere Permeabilität von Gefäßen zu
induzieren (Savory et al., 2000).
3.1.3 Auswahl von Kandidaten aus den identifizierten ORFs immunstimulatorisch
aktiver VVOV Rekombinanten für die Expression im Vaccinia Lister- bzw.
Baculo-Virussystem und in der Hefe Schizosaccharomyces pombe
Die Identifikation vollständig und ausschließlich in den immunstimulatorisch aktiven
Rekombinanten vorkommender offener Leserahmen führte zu 44 Kandidatengenen, die für
die immunstimulatorische Wirkung der Rekombinanten verantwortlich sein könnten. Um die
Anzahl für eine genaue Analyse auf Proteinebene zu reduzieren, wurden Kriterien festgelegt,
die eine Auswahl der 10 vielversprechendsten Proteine ermöglichte.
Die Vaccinia Lister/Parapox ovis Rekombinante, in der ein Proteinkandidat kodiert wird,
sollte in möglichst vielen Modellsystemen eine immunstimulatorische Wirkung zeigen.
Zudem sollte nur eine kleine Anzahl offener Leserahmen integriert sein, so dass eine
eindeutige Identifikation der wirksamen Komponente möglich ist. Als drittes Kriterium diente
ein Sequenzvergleich mit Gendatenbanken. Dabei wurde überprüft, ob das ausgewählte
Protein Homologie zu bereits als immunstimulatorisch aktiv beschriebenen Proteinen besitzt.
Unter Anwendung der beschriebenen Kriterien für die Priorisierung wurden 10 offene




VVOV ORF Mögliche Funktion der Proteine AS
330 93r A-type inclusion body (ATI) / Fusionspeptid-Protein 520
330 94r A-type inclusion body (ATI) / Fusionspeptid-Protein 516
285 70r Thioredoxin (?) 82
97 19 entferntes ERV/ALR-Homolog 96
96+212 33r Glutaredoxin (?) 137
285 71r „Major“ Viruscoreprotein, Hauptbestandteil des Virions 676
243+285 72r Viruscoreprotein 334




Zusammenfassung der 10 ausgewählten offenen Leserahmen nach ihrer Funktion. In der linken Spalte sind die
VVOV Rekombinanten dargestellt, in denen die zu exprimierenden offenen Leserahmen integriert sind. Den
jeweiligen ORFs ist eine mögliche Funktion, die durch Sequenzvergleich mit Gendatenbanken ermittelt wurde,
zugeordnet. Die aus der Nukleotidsequenz abgeleitete Anzahl der Aminosäuren (AS) ist in der rechten Spalte zu
finden. (dunkelblau: ATI/Fusionspeptid-Proteine; hellblau: Redoxproteine; grün: Viruscoreproteine; grau: nicht
charakterisierte Proteine)
ORF 93 und 94 befinden sich in der Rekombinanten VVOV 330, die in allen drei Modell-
systemen als immunstimulatorisch identifiziert worden ist (Friederichs, 2001; Prof. Dr. P.
Knolle; Dr. A. Limmer, Universität Bonn, persönliche Mitteilung). VVOV 330 enthält das
kleinste NZ2-Fragment der immunstimulatorisch aktiven Vaccinia Lister/Parapox ovis
Rekombinanten (Abb. 8). Die Genprodukte (gp) der beiden offenen Leserahmen ORF 93r
(gpORF93r) und ORF 94r (gpORF94r) setzen sich aus einer „A-type inclusion body-
Domäne“ (ATI-Domäne) und einer Fusionspeptid-Domäne zusammen. Sowohl ATI- als auch
Fusionsproteine wurden bereits als immunogen beschrieben (Dallo et al., 1987; de Carlos und
Paez, 1991).
Die folgenden drei offenen Leserahmen, ORF 70r, 19 und 33r, kodieren für Proteine
(gpORF70r, gpORF19, gpORF33r), die zur Familie der Redoxproteine gehören. Die drei
ORFs sind in unterschiedlichen Rekombinanten zu finden. ORF 70r ist in VVOV 285
integriert. Die immunstimulatorische Wirkung dieser Rekombinante ist in drei Modell-
systemen nachgewiesen worden (Friederichs, 2001; Prof. Dr. P. Knolle; Dr. A. Limmer,
Universität Bonn, persönliche Mitteilung). VVOV 285 enthält 11 vollständige offene
Leserahmen. Jedoch ist ungefähr die Hälfte der ORFs ebenfalls in der immunstimulatorisch
inaktiven Rekombinante VVOV 86 vorhanden. ORF 70r ist ein Kandidat für die immun-
stimulatorische Wirkung von VVOV 285. Der ORF kodiert für ein den Thioredoxinen
ähnliches Protein. Der offene Leserahmen ORF 19 liegt im Insert der Rekombinanten
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VVOV 97. Im Gegensatz zu VVOV 285 und 330 besitzt VVOV 97 nur in zwei der
Modellsysteme eine immunstimulatorische Wirkung. ORF 19 ist einer von sechs vollständig
in VVOV 97 eingeschlossenen ORFs, die für den immunstimulatorischen Effekt
verantwortlich sein könnten. Der dritte ORF mit signifikanter Homologie zu Genen, die für
Redoxproteine kodieren, ist ORF 33r. Dieser offene Leserahmen befindet sich in den
Rekombinanten VVOV 96 und 212. Wie auch VVOV 97 zeigte VVOV 96 in zwei Modell-
systemen eine immunstimulatorische Wirkung. Dagegen gehört VVOV 212 zu den nicht-
aktiven Rekombinanten (Friederichs, 2001; Prof. Dr. P. Knolle; Dr. A. Limmer, Universität
Bonn, persönliche Mitteilung). Da die Vaccinia-Virus Homologe der ORF 70r, 19 und 33r ein
zusammenhängendes Redoxsystem bilden, gehört auch das Genprodukt von ORF 33r zu den
Kandidaten für eine weitere Analyse.
Neben ORF 70r beinhaltet die Vaccinia Lister/Parapox ovis Rekombinante VVOV 285 auch
die offenen Leserahmen ORF 71r und 72r. Die abgeleiteten Proteine (gpORF71r, gpORF72r)
sind zu sogenannten „Viruscoreproteinen“ homolog. ORF 72r ist zudem in der
Rekombinanten VVOV 243 enthalten. Diese Rekombinante induziert die Bildung von TNF-α
und IFN-γ in humanem Vollblut. Das Genprodukt des offenen Leserahmens ORF 23r
(gpORF23r) muss ebenfalls zu den „Viruscoreproteinen“ gezählt werden. Für das
entsprechende Vaccinia-Virus Homolog I1L konnte bereits gezeigt werden, dass ungefähr
700 Moleküle im Virioncore eingeschlossen sind (Klemperer et al., 1997). ORF 23r ist in den
Rekombinanten VVOV 96 und 97 zu finden. Beide Rekombinanten induzieren die Produktion
von TNF-α und IFN-γ in humanem Vollblut und stimulieren die MHC I-Kreuzpräsentation in
Leberendothelzellen (Friederichs, 2001; Prof. Dr. P. Knolle; Dr. A. Limmer, Universität
Bonn, persönliche Mitteilung).
In der letzten Gruppe sind zwei ORFs zusammengefasst, deren Genprodukte (gpORF24r,
gpORF74r) über einen Sequenzvergleich mit Gendatenbanken nicht näher charakterisiert
werden konnten. Beide offenen Leserahmen sind in jeweils zwei verschiedenen
Rekombinanten integriert: ORF 24r kommt sowohl in VVOV 96 als auch VVOV 97 vor.
Dagegen ist ORF 74r in den Rekombinanten VVOV 243 und 285 zu finden.
In den folgenden Kapiteln sind die Ergebnisse computergestützter Analysen der Amino-
säuresequenzen der offenen Leserahmen und der daraus abgeleiteten Proteine dargestellt. Es
wird auf Proteinmotive eingegangen, die Aussagen über die mögliche Funktion dieser viralen
Komponenten zulassen. Schließlich wurden die in unterschiedlichen Expressionssystemen
hergestellten Proteine bzw. rekombinante Vaccinia-Viren auf ihre immunstimulatorische
Wirkung im Aujeszky Maus Modell überprüft.
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3.2 Untersuchung der A-type inclusion body (ATI)/Fusionspeptid-Proteine
3.2.1 Bioinformatische Analyse von ORF 93r und ORF 94r
                       *                         *       *        *  *  *       *
Monkeypox    gpA28L  1 MANI-INLWNGIVPTVQDVNVASITAFKSMIDETWDKKIEANTCISRKHRNIIHEVIRDF
Variola      gpA29L  1 MVNI-INLWNGIVPMVQDVNVASITAFKSMIDETWDKKIEANTCISRKHRNIIHEVIRDF
Vaccinia     gpA26L  1 MANI-INLWNGIVPTVQDVNVASITAFKSMIDETWDKKIEANTCISRKHRNIIHEVIRDF
MCV          gp131L  1 MDALKIREWEGD----KDPRMKSIQAFGLMVENLWRKPLSERSCLSRAERKCIRNVIRDY
PPVO NZ2   gpORF93r  1 M----------------ESDNALVARFKSLVERHWHQSLSSVSCIPREDRKLIRDIIRRY
PPVO NZ2   gpORF94r  1 M----------------EK---LVSDFTTFINANWTKPLNNRSCIPRRTRKVVRDLLREY
                                      * *           *
Monkeypox   gpA28L  60 MKAYPKMDENRKSPLGAPMQWLTQYYILKNEYHKTMLAYDDGSLNTKFKTLNI-----YM
Variola     gpA29L  60 MKAYPKMDENRKSPLGAPMQWLTQYYILKNEYYKTMLAYDNESLNTKFKTLNI-----YM
Vaccinia    gpA26L  60 MKAYPKMDENRKSPLGAPMQWLTQYYILKNEYYKTMLAYDNGSLNTKFKTLNI-----YM
MCV         gp131L  57 MRSVEPLS----SPSGMPVQWLLEECRDQNPYFQRLIQYDKGIFLSRLSELRA-----YY
PPVO NZ2  gpORF93r  45 IQLAPAIDGA--NVAGRPVNLYFRRYVERNPMYRKIFV-DDEWLSKNAITLGEHVKINVI
PPVO NZ2  gpORF94r  42 IKQAPPIQGD--NPSGLPVNLFLKSYVDRNPVYKSIFE-NNIWLLESA----QNIRT-FD
                            *   *  *  *
Monkeypox  gpA28L  115 -ITNVGQYILYIVFCIISGKNHDGTPYI---YDSEITSNDKNLINDRIKYACKQILHGQL
Variola    gpA29L  115 -ITNVGQYILYIVFCIISGKNHNGTPYI---YDSEITSNNKNLINDRIKYACKQILHGQL
Vaccinia   gpA26L  115 -ITNVGQYILYIVFCIISGKNHDGTPYI---YDSEITSNDKNFINERIKYACKQILHGQL
MCV        gp131L  108 NVETVGQYVLFMVFCILRVEFLHGSEFV----GLDVNSSRQEL-RHRLTHAFVSLLTYGT
PPVO NZ2 gpORF93r  102 HISTLGKLYLMIVKKIMTGHVTVTNEPIMDMYDVH-ERSPSQVIDRKTAFFCQDFLNAMG
PPVO NZ2 gpORF94r   94 NITTVGRFLLMVVYRIMSGSIG-EGNTIMDSYSQQ-TSKP--VLNIQMDYFCYNFMWHIA
                                    * *** *
Monkeypox  gpA28L  171 TMALRIRNKFMFIGSPMYLWFN-VNGSHVYHEIYDRNVGFHNKEIGRLLY--AFMYYLSI
Variola    gpA29L  171 TMALRIRNKFMFIGSPMYLWFN-VNGSHVYHEIYDGNVGFHNKEIGRLLY--AFMYYLSI
Vaccinia   gpA26L  171 TIALRIRNKFMFIGSPMYLWFN-VNGSQVYHDIY--------------------------
MCV        gp131L  163 YINHYENSAYMFIGAPMY-WAQYVDYYWAYKHLYEN--AFVELLPSTKMYR-AYFEYVRA
PPVO NZ2 gpORF93r  161 TLAHWYSNPAIYFGVPMYWWYG-VDAKSIYR-ILETGWTYNGKIHEETRNSLAFLQFMSE
PPVO NZ2 gpORF94r  150 SVANYYKNKSLVIGLPMYWWRD--DQNQQFV-LEQLKNDFPDVSMPDARGAIDFVQYMTD
                                                   *  *
Monkeypox  gpA28L  228 SGRFL-NDLALLKFTYLG-ESWTFSLSVPEYILYGLGYSVFDTIEKFSND-AILVYIRTN
Variola    gpA29L  228 SDRFL-NDFALLKFTYLG-ESWTFSLSVPEYILYGLGYSVFDTIEKFSND-AILVYIKTN
Vaccinia   gpA26L  204 -------------------------IVMPVFII---------------------------
MCV        gp131L  219 TIRHTGSEVRSVMLRFCG-ETWAFSLSAPEFILEALCYTVADTLEKTDDS-RVLLYV---
PPVO NZ2 gpORF93r  219 VNGNDVRDKDHVKVVFEKLHRFRFVMSVPEFIMDGLCFTAWDTFSKVGTSFTMDIFIRPS
PPVO NZ2 gpORF94r  207 VYDKKYEAQPRVNISFDKFDT-NFVVSVPEFIMDGLCYTSWDKITKYGTAFNVDIFLTLN
Monkeypox  gpA28L  285 NRNGYDYA
Variola    gpA29L  285 NRNGYDYV
Vaccinia   gpA26L  212 --------
MCV        gp131L      --------
PPVO NZ2 gpORF93r  279 EHDGAVYK
PPVO NZ2 gpORF93r  266 IYRGVNFK
Abb. 10
Multiples Alignment der N-terminalen Domänen von gpORF93r und gpORF94r mit ATI-Proteinen
verschiedener Pocken-Viren. Die Sequenzinformationen der Orthopox-Viren (Monkeypox-, Variola-, Vaccinia-
Virus) und des Molluscum contagiosum-Virus (MCV) stammen aus Genbankeinträgen der NCBI. Neben dem
Namen des Pocken-Virus befindet sich die Bezeichnung des jeweiligen Genprodukts gefolgt von der
Positionsangabe der ersten Aminosäure einer Zeile. Aminosäuren, die an einer Position bei mehr als 50 % der
dargestellten Sequenzen auftreten, sind schwarz unterlegt. Graue Boxen symbolisieren Aminosäuren mit
ähnlichen Eigenschaften. Vollständig konservierte Aminosäurereste sind mit (*) gekennzeichnet. Zwischen
gpORF93r und gpORF94r konservierte Myristylierungsmotive sind rot umrandet. Lysin- und Argininreste, die
für eine Acylierung in Frage kommen, sind rot unterlegt und mit einem Pfeil markiert. Für die Darstellung der
Aminosäuren wurde der Einbuchstabencode verwendet.
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Eine Analyse der Aminosäuresequenzen von ORF 93r und ORF 94r mit Hilfe des NCBI
„BLASTP“ Programms ergab, dass die N-Termini der Genprodukte Homologie zu
sogenannten „Acidophilic-type inclusion body“-Proteinen (ATI-Proteine) besitzen (Kap.
3.1.3). Intakte ATI-Proteine sind die Hauptbestandteile von zytoplasmatischen Einschluss-
körpern („inclusion bodies“), welche reife Virionen enthalten. Es wird angenommen, dass auf
diese Weise verpackte virale Partikel bei der Transmission von Wirt zu Wirt besser geschützt
sind und so ihre Verbreitung erleichtert wird (Bergion und Dales, 1971).
Aus der Aminosäuresequenz von gpORF93r und gpORF94r aus PPVO NZ2 lässt sich für die
Proteine ein Molekulargewicht von ungefähr 60 kDa ableiten. Der berechnete isoelektrische
Punkt (pI) liegt für das Genprodukt von ORF 93r bei 7,5 und für ORF 94r bei 7,9.
Stromaufwärts der offenen Leserahmen ist eine A/T-reiche Region von 20 bzw. 19
Nukleotiden lokalisiert, die das Promotormotiv TAAATG enthält. Das TAAATG Motiv ist
sowohl der Startpunkt der Transkription als auch der Translation von spät im Infektionszyklus
transkribierten Genen des Vaccinia- und Parapox-Virus ovis. Das Startcodon stellt somit
einen Teil des Motivs (TAAATG) dar (Rosel et al., 1986; Fleming et al., 1993).
Bei einem Vergleich der Aminosäuresequenzen von gpORF93r und gpORF94r mit ATI-
Proteinen verschiedener Vertreter der Orthopox-Viren und des Molluscipox-Virus Molluscum
contagiosum (MCV) zeigte sich, dass sich der homologe Bereich auf die ersten 270-280
Aminosäuren beschränkt.
Variola     gpA29L   417 RIRLDNHILNTLDHNLNSIGHYCCD.TAAVDRLEHHIETLGQYAVILARKINMQSLLF
Sheeppox     gpHM2    88 QIKDFVLRLLVLEKLFQTSVKECNSLKNIIKRLENHIETIRKNMIVLTKKVDFQTGRS
Myxoma     gpMA27L   131 DFKDIIIRLMVLEKLVQLTIKRQKRHNKAIRRIENHLETVRKGMLMLSKKIDAQTGAL
Rab_fibroma gp115L   121 SLKDLILRLMVLEKLVRLTVKRQKKNNKSIHRIENHLETVRKGMLMLSKKIDAQTGVL
Vaccinia    gpA27L    50 RLTNLEKKITNVTTKFEQIEKCCKRNDEVLFRLENHAETLRAAMISLAKKIDVQTGRR
MCV         gp133L   423 RVQIIQRQIRWLEHYLRNASKCCHENSRIESRLRHHLETMRQYSVLLSRKTDIQSGLV
PPVO NZ2  gpORF95r    30 TKESVEERLVSLLDSYKTITDCCRETGNRLDRLERHLESLRKALLDLNRKIDVQTGYS
PPVO NZ2  gpORF93r   409 LPERVDKLLSPLEKTLAEAKTCCESNRMAGKHLEHHIETMRQYAVLVSNKTDVHTCRR
PPVO NZ2  gpORF94r   429 DIDRLNDLIKPLED.LAKTNTCCAS..KITGNGETTVVGSTTSSTPVVREVDRWWGRH
Abb. 11
Multiples Alignment der C-terminalen Domänen von gpORF93r und gpORF94r mit Fusionsproteinen
verschiedener Chordopoxvirinae und gpORF95r aus PPVO NZ2. Die Sequenzinformationen des Variola-,
Sheeppox-, Myxoma-, Rabbit fibroma-, Vaccinia-, und Molluscum contagiosum-Virus (MCV) stammen aus
Genbankeinträgen der NCBI. Neben dem Namen des Pocken-Virus befindet sich die Bezeichnung des
jeweiligen Genprodukts gefolgt von der Positionsangabe der ersten Aminosäure einer Zeile. Aminosäuren, die an
einer Position bei mehr als 50 % der dargestellten Sequenzen auftreten, sind schwarz unterlegt. Graue Boxen
symbolisieren Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften. Für die Darstellung der Aminosäuren wurde der
Einbuchstabencode verwendet.
Die C-terminalen Domänen von gpORF93r und gpORF94r weisen im Gegensatz zu den
N-Termini Homologie zu viralen Fusionsproteinen auf. Diese Proteine sind für die Bindung
an Zelloberflächenproteine und den anschließenden Eintritt der Viren in das Zellinnere
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notwendig (Hsiao et al., 1998). PPVO NZ2 besitzt neben diesen Fusionspeptiden mit ORF
95r einen weiteren Leserahmen, welcher zu Fusionsproteinen homolog ist (Naase et al.,
1991). Ein Vergleich der translatierten Sequenzen von ORF 95r und den C-terminalen
Bereichen von gpORF93r und gpORF94r mit Fusionsproteinen anderer Pocken-Viren führte
zur Identifikation eines konservierten Bereichs von ca. 60 Aminosäuren.
Da die ATI-Proteine des Kuhpocken- und Vaccinia-Virus bereits als myristylierte Proteine
beschrieben worden sind (Martin et al., 1999), wurde eine computergestützte Motivsuche der
ATI-Proteine aus PPVO NZ2 durchgeführt.
gpORF93r gpORF94r
Domäne Position Motiv Motiv Position
53-57 RR(X)9GANVA R(X)3K(X)6GDNPS 55-59
58-62 RR(X)14GRPVN K(X)11GLPVN 60-64
195-199 K(X)3R(X)4GWTYN
253-257 R(X)11GLCFT K(X)15GLCYT 240-244
ATI




401-405 KXGFDGS KXGETGN 418-422
K(X)2GNGET 456-460
468-472 K(X)6RRXGAEVT K(X)10GSTTS 464-468
487-491 R(X)13RGDWGA R(X)3R(X)2GRHHN 480-484
Fusions
peptid
514-518 K(X)4GQHAA R(X)8RXGRSGA 510-14
Konsensussequenz: G-X-X-X-[S/T/A/C/N]
Tab. 9
Myristylierungsmotive in gpORF93r und gpORF94r mit N-terminal gelegenen Lysin- oder Argininresten. Die
Motive sind entsprechend ihrer Lokalisation vom N- zum C-Terminus aufgelistet. In der linken Spalte sind die
Domänen von gpORF93r und gpORF94r schematisch dargestellt Die Zahlen geben die Position der
Aminosäurereste der Konsensussequenz im Protein an. Für die Darstellung der Aminosäuren wurde der
Einbuchstabencode verwendet. Fettgedruckte Lysin- und Argininreste stellen mögliche Acylierungsstellen dar.
Homologe Sequenzen, die in beiden Proteinen konserviert sind, stehen in benachbarten Spalten. Wenn kein
Eintrag in einer benachbarten Spalte zu finden ist, so konnte kein entsprechendes Homolog gefunden werden.
Das Erkennungsmotiv der N-Myristyltransferase ist unterstrichen und die Vorgaben für die Konsensussequenz in
der letzten Zeile abgebildet. An erster Position muss ein Glycinrest (G) zu finden sein. Position zwei, drei und
vier können beliebig besetzt sein (X). Die fünfte Stelle ist auf die fünf in Klammern [ ] beschriebenen
Aminosäurereste beschränkt. Außerdem ist das in gpORF93r enthaltene RGB-Motiv gelb hervorgehoben.
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Als Ergebnis konnten in gpORF93r zehn und in gpORF94r elf mögliche interne
Myristylierungsstellen identifiziert werden. Diese Sequenzabschnitte stimmen mit der
Konsensussequenz für die sogenannte N-Myristylierung überein (Grosenbach und Hruby,
1998). Dabei wird durch das Enzym N-Myristyltransferase ein Myristylrest von Myristyl-
CoA auf einen N-terminalen Glycinrest übertragen. Die kotranslationale Modifikation von
Proteinen durch Addition eines Myristylsäurerests bewirkt entweder die Stabilisierung von
Protein-Protein Wechselwirkungen oder eine Verknüpfung mit Membranen (Johnson et al.,
1994). Während bei der N-terminalen Myristylierung immer ein Glycinrest Ziel der
Acylierung ist, sind in den bisher beschriebenen Beispielen interner Myristylierung jeweils
Lysindupletts Akzeptoren der Myristylreste (Bursten et al., 1988; Stevenson et al., 1992a;
Stevenson et al., 1993b). Auf Grund ihrer basischen Eigenschaften kommen neben Lysin-
auch Argininreste als Substrate für eine Myristylierung in Frage. Eine genaue Untersuchung
der insgesamt 21 Motive in gpORF93r und gpORF94r deckte N-terminal gelegene einzelne
als auch paarweise auftretende Lysin- und Argininreste in unmittelbarer Entfernung auf. Die
potenziellen Myristylierungsstellen sind sowohl in den terminalen Bereichen als auch im
Zentrum der Polypeptidketten zu finden.
Von den zehn in gpORF93r identifizierten Myristylierungsmotiven liegen jeweils fünf in der
ATI- und fünf in der Fusionspeptid-Domäne des Proteins. Zu vier der in der ATI-Domäne
befindlichen Motive konnten homologe Sequenzbereiche in gpORF94r gefunden werden
(Abb.). ORF 94r enthält zudem sieben weitere Myristylierungsmotive in der Fusionspeptid-
Domäne. Die C-Termini der ATI/Fusionspeptid-Proteine sind weniger konserviert als die
N-terminalen Regionen (Abb.). Nur vier der insgesamt zwölf in den Fusionspeptid-Domänen
von gpORF93r und gpORF94r befindlichen Motiven sind in konservierten Sequenzbereichen
lokalisiert. Drei dieser Myristylierungsmotive befinden sich an den C-Termini der Polypeptid-
ketten. Am C-Terminus von gpORF93r wurde außerdem ein für die Zelladhäsion wichtiges
Motiv entdeckt: Ein RGD-Tripeptid (Pos. 486-488; siehe Tab.), welches von zellulären
Rezeptoren, den Integrinen, gebunden und von Viren wie z.B. dem Maul- und Klauenseuche-
Virus für den Eintritt in die Zelle genutzt wird (Jackson et al., 1997).
3.2.2 Analyse der immunstimulatorischen Wirkung im Aujeszky Maus Modell
Für die Analyse der immunstimulatorischen Wirkung der Genprodukte von ORF 93r und 94r
aus PPVO NZ2 standen diese sowohl in Form rekombinanter Vaccinia Lister-Viren als auch
exprimierter Proteine zur Verfügung. Die offenen Leserahmen wurden in Vaccinia Lister
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integriert und die Proteine im Baculo-Virussystem produziert und aufgereinigt. ORF 94r
wurde zudem in Schizosaccharomyces pombe exprimiert und lag als nicht aufgereinigtes
Protein aus zwei verschiedenen zellulären Fraktionen vor (Kap. 2.1.6). Um eine potenzielle
adjuvante Wirkung der Proteine zu überprüfen, wurden unterschiedliche Mengen der
aufgereinigten Proteine in Kombination mit Proben des als immunstimulatorisch inaktiv
beschriebenen Vaccinia Lister-Virus (Friederichs, 2001) analysiert.
Schließlich wurde die Wirkung der SO 94-VVOV Rekombinante mit einer SO-VVOV
Rekombinanten verglichen, die eine Mutation im Leserahmen ORF 94r (Frameshift) enthält.
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Abb. 12
Immunstimulatorische Wirkung von SO 93 und SO 94 im Aujeszky Maus Modell. Die hitzeinaktivierten
Virussuspensionen wurden mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf die gewünschten Titeräquivalente verdünnt und 0,2 ml
pro Maus appliziert. Es sind jeweils die arithmetischen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen als
Fehlerbalken angegeben. (Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe n=10; Anzahl der Versuche n=4)
Die Rekombinanten SO 93- und SO 94-VVOV wurden sowohl einzeln als auch in
Kombination eingesetzt. Die Bestimmung der Wirkungsindizes (WI) von SO 93 und SO 94
im Aujeszky Maus Modell erfolgte jeweils in zwei verschiedenen Konzentrationen. Beide
hitzeinaktivierten Rekombinanten sind von 106,5 bzw. 106,4 TCID50/ml bis zu einem
Titeräquivalent von 106,0 TCID50/ml verdünnt und durch einen weiteren Verdünnungsschritt
auf ein Titeräquivalent von 105,0 TCID50/ml eingestellt worden. In den kombinierten Proben
lagen beide SO-VVOVs in Titeräquivalenten von 103,0 bzw. 102,5 TCID50/ml vor. Da die
offenen Leserahmen ORF 93r und 94r in VVOV 330 gemeinsam vorkommen, wurde diese
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Rekombinante zum Vergleich eingesetzt. Als Negativkontrolle diente die Rekombinante
VVOV 82, die im Aujeszky Maus Modell die geringste Hintergrundaktivität gezeigt hatte
(Friederichs, 2001).
Die Wirkungsindizes von SO 93- und SO 94-VVOV lagen bei eingesetzten Titeräquivalenten
von 106,0 TCID50/ml über 80 %. In der nächsthöheren Verdünnungsstufe (1:10) reagierten
beide Rekombinanten unterschiedlich: SO 94-VVOV zeigte im Mittel eine signifikante
Wirkung (WI > 70%). Der WI von SO 93 lag in der 10fach geringeren Konzentration gerade
auf der Signifikanzgrenze. Die kombinierten Virusproben aus SO 93- und SO 94-VVOV
hatten eine mit der Rekombinanten VVOV 330 vergleichbare immunstimulatorische
Wirkung. Sowohl VVOV 330 als auch die vereinigten Proben von SO 93 und SO 94 erzielten
in einer Konzentration von 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten jeweils einen Wirkungsindex
von ungefähr 90 %. Wurden die Proben 1:10 verdünnt eingesetzt, so war immer noch eine
signifikante Wirkung vorhanden. Im Mittel bewirkte die Kombination aus SO 93 und SO 94
einen geringeren immunstimulatorischen Effekt als VVOV 330. Die Rekombinante VVOV
82 war in beiden getesteten Konzentrationen unwirksam.



























Immunstimulatorische Wirkung des in Schizosaccharomyces pombe exprimierten Proteins sp-ORF94r im
Aujeszky Maus Modell. Die Gesamtproteinextraktionen aus den zwei zellulären Fraktionen lagen in Sorbitol-
puffer vor. Die Proben wurden mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf die gewünschte Proteinkonzentration verdünnt und
0,2 ml pro Maus appliziert. Es sind jeweils die arithmetischen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen als
Fehlerbalken angegeben. (Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe n=10; Anzahl der Versuche n=2)
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In Vorversuchen sind aufgeschlossene Zellen von Schizosaccharomyces pombe auf einen
möglichen immunstimulatorischen Effekt im Aujeszky Maus Modell untersucht worden.
Dabei zeigte sich, dass Gesamtproteinmengen bis einschließlich 300 µg pro Maus keinen
signifikanten Schutz der Tiere bewirken. Für die Bestimmung der immunstimulatorischen
Wirkung des in Hefe exprimierten sp-ORF94r wurden zwei verschiedene zelluläre Fraktionen
analysiert: Aufschluss und 13.000 x g Pellet (Kap. 2.1.6). Als Negativkontrollen dienten
aufgeschlossene Hefezellen, die den Expressionsvektor pREP4x ohne ORF 94r enthielten.
Sowohl die beiden zellulären Fraktionen der Hefezellen, in denen das Genprodukt sp-ORF94r
immunologisch nachgewiesen worden war, als auch die Negativkontrollen erzielten keine
signifikanten Wirkungsindizes. Die Positivkontrolle hingegen (Baypamune®, 25 µg Gesamt-
protein pro Maus) zeigte den erwarteten immunstimulatorischen Effekt.



















































Immunstimulatorische Wirkung der im Baculo-Virussystem exprimierten Proteine bv-ORF93r und bv-ORF94r
im Aujeszky Maus Modell. Die in PBS/CHAPS gelösten Proteine wurden mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf die
gewünschte Proteinkonzentration verdünnt und 0,2 ml pro Maus appliziert. Alle angegebenen Proteinmengen
wurden jeweils einmal getestet. (Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe n=10)
Es wurden Proteinmengen von 250 ng bis 10 µg der in Insektenzellen exprimierten
Genprodukte getestet. Die Proteine bv-ORF93 und bv-ORF94 lagen in chromatographisch
aufgereinigter Form mit C-terminalem His-Tag vor (Kap. 2.1.6).
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Es konnte weder für bv-ORF93r noch für bv-ORF94r in der dargebotenen Form und dem
angewendeten Applikationsschema eine immunstimulatorische Wirkung festgestellt werden.
Auch die Injektion eines Gemischs beider Proteine führte zu keinem Schutz vor der Belastung
mit PRV. Der Immunstimulator Baypamune® dagegen erreichte in der als Standard
verwendeten 1:16 Verdünnung einen Wirkungsindex von 80 %. In einem applizierten
Volumen von 0,2 ml war eine Gesamtproteinmenge von 25 µg pro Maus enthalten.
3.2.2.4 Wirkungsanalyse der im Baculo-Virussystem exprimierten Proteine bv-ORF93r und



















log TCID50/ml Proteinmenge pro Maus
Abb. 15
Immunstimulatorische Wirkung der im Baculo-Virussystem exprimierten Proteine bv-ORF93r und bv-ORF94r
in Kombination mit Vaccinia Lister im Aujeszky Maus Modell. Die in PBS/CHAPS gelösten Proteine wurden
mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf die gewünschte Proteinkonzentration verdünnt. Anschließend wurden die
Proteinlösungen durch Zugabe von Vaccinia Lister-Virus auf eine Endkonzentration von 106,0 TCID50/ml
Titeräquivalenten eingestellt und 0,2 ml pro Maus appliziert. Es sind jeweils die arithmetischen Mittelwerte
sowie die Standardabweichungen als Fehlerbalken angegeben. (Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe n=10;
Anzahl der Versuche n=2)
Die im Baculo-Virussystem exprimierten Proteine bv-ORF93r und bv-ORF94r vermittelten
im Aujeszky Maus Modell keinen Schutz vor der tödlichen Belastung mit PRV. Dagegen
erzielten Titeräquvalente von 106,0 TCID50/ml rekombinanter Vaccinia Lister-Viren, die die
offenen Leserahmen ORF 93r bzw. ORF 94r in ihrem Genom integriert haben, eine
signifikante Wirkung. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden verschiedene Proteinmengen von
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bv-ORF93r und bv-ORF94r zusammen mit Vaccinia Lister-Virus (106,0 TCID50/ml Titer-
äquivalente) appliziert.
Die kombinierte Applikation von Vaccinia Lister und 25 ng Protein pro Maus schützte die
Tiere in signifikantem Maße. Wurden die Proteine in 10fach höherer Konzentration (250 ng
pro Maus) zusammen mit Vaccinia Lister-Virus eingesetzt, so konnte keine immun-
stimulatorische Wirkung mehr festgestellt werden. In der höchsten getesteten Proteinkonzen-
tration von 2,5 µg pro Maus erreichte nur bv-ORF93r im Mittel einen Wirkungsindex von
≥ 57 %. Die Streuung der Werte bewegte sich jedoch in einem Rahmen von fast 60 %.
Vaccinia Lister war in den dargestellten Versuchen nicht signifikant wirksam.
3.2.3 Auswirkung einer Verschiebung des Leserasters (Frameshift) in ORF 94r auf die
immunstimulatorische Wirkung von SO 94-VVOV
Zum Zeitpunkt dieser Untersuchungen bestand keine direkte Möglichkeit, die Expressions-
raten der in den VVOV Rekombinanten integrierten PPVO NZ2-Gene auf Nukleinsäure- oder
Proteinebene zu bestimmen. Daher wurde die immunstimulatorische Wirkung von SO 94-
VVOV mit der Wirkung einer Rekombinanten, die eine Mutation des Leserasters enthält,
verglichen und so näher analysiert werden. Nach der Konstruktion einer entsprechenden
Frameshift-Mutante wurde diese im Aujeszky Maus Modell im direkten Vergleich zu SO 94-
VVOV in vier verschiedenen Konzentrationen appliziert.
3.2.3.1 Konstruktion der Frameshift-Mutanten SO 94mut-VVOV
Abb. 16
PCR-Mutagenese von ORF 94r aus PPVO NZ2 für die Herstellung der Frameshift-Mutanten SO 94mut-VVOV.
Der natürliche Promotor ist in grün, die offenen Leserahmen sind in rot dargestellt. Unterhalb der ORFs befindet
sich die Sequenz der ersten 24 bzw. 18 Nukleotide inklusive des Startcodons. Die deletierten Basen und das
daraus resultierende Stoppcodon sind unterstrichen. Oberhalb der symbolisierten ORFs ist die Größe der
jeweiligen Genprodukte in Aminosäuren angegeben.
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Um die Expression des intakten Genprodukts gpORF94r zu unterbinden, wurde durch die
Deletion eines Guanins und Adenins direkt nach dem Startcodon eine Verschiebung des
Leserasters mittels PCR-Mutagenese eingeführt. Aus dieser Frameshift-Mutation resultiert ein
Stoppcodon unmittelbar nach dem Translationsstart. Das exprimierte Protein der Mutanten ist
mit fünf Aminosäuren im Gegensatz zum vollständigen Genprodukt (512 AS) des offenen
Leserahmens ORF 94r aus PPVO NZ2 stark verkürzt (Abb. 16).
Die verwendeten Primer (Kap. 2.1.3) enthielten außerdem Schnittstellen für die Klonierung
des PCR-Produkts in den Transfervektor pVU 433. Nach erfolgreicher Identifikation zweier










Plasmidkarte des Transfer pVU 433 mit integriertem ORF 94r-mut. Bezeichnung und Größe sind in der Mitte
angegeben. Die Schnittstellen der Endonukleasen Cla I, Hind III und Kpn I werden durch gestrichelte Linien
angedeutet. Pfeile geben die Orientierung (5‘→3‘) des tk-Gens und ORF 94r-mut an. Der natürliche Promotor
von ORF 94r ist als grüner Pfeil dargestellt. (ORF 94r-mut = mutierter ORF 94r aus PPVO NZ2; tk = Bereiche
des Thymidinkinase-Gens aus HSV (Herpes simplex-Virus); AmpR = ORF für Ampicilinresistenz aus E. coli
enthalten in pUC 18-Rückgrat; lacZ = ORF für ß-Galactosidase aus E. coli mit vorgeschaltetem early/late
Promotor des Vaccinia-Virus 7.5 K Gens = P7.5)
Bereits mit Vaccinia Lister-Virus infizierte TK− Zellen wurden mit 1 bzw. 2 µg Plasmid-DNA
der positiven Klone in einer 6-Loch-Platte transfiziert (Kap. 2.5.8.1). Nach zwei Tagen
zeigten die vier Transfektionsansätze unterschiedlich starke Blaufärbungen. Die Zellen, die
mit 2 µg Plasmid-DNA von Klon 2 behandelt worden waren, offenbarten die intensivste













Schematische Darstellung der Transfektionsansätze in 6-Loch-Platten. Es wurden jeweils 1 bzw. 2 µg Plasmid-
DNA der positiven Klone 1 und 2 zur Transfektion eingesetzt. Die Intensität des blauen Hintergrunds spiegelt
die Expressionsrate des lacZ-Gens nach erfolgter Transfektion und Rekombination wider. Der Reaktionsansatz
mit 2 µg Plasmid-DNA des Klons 2 zeigte die stärkste Färbung. Als Negativkontrollen wurden sowohl reines als
auch mit Transfektionsreagenz versetztes Wachstumsmedium eingesetzt.
Nach viermaliger Plaquereinigung (Kap. 2.5.8.2) des ausgewählten Transfektionsansatzes
erfolgte eine Überprüfung der Virussuspension auf Verunreinigung durch Vaccinia Lister
Wildtyp-Virus (Kap. 2.5.8.3). Die Auswertung der Überprüfung ergab keine Kontamination
durch nicht-rekombinante Wildtyp-Viren. Außerdem konnte nach DNA-Präparation und
anschließender Sequenzierung die erwartete Nukleotidsequenz des integrierten ORF 94r-mut
bestätigt werden (Anhang 1.2). Aus einer zellbefreiten, um den Faktor 100 konzentrierten
Viruspräparation wurde die 1. Passage von SO 94mut-VVOV auf TK− Zellen angeimpft.
Nach Sterilprüfung und Titration stellte diese Virusernte das Saatmaterial für die Adaption
von SO 94mut-VVOV über sechs Passagen an die BK-KL 3A Zelllinie dar. Die Titration der
Virusernte aus der 1. Passage auf TK− Zellen ergab einen Titer von 107,0 TCID50/ml. Für die
Virussuspension nach der 6. Passage auf BK-KL 3A Zellen wurde ein Titer von 106,4
TCID50/ml ermittelt. Durch abschließende Sequenzüberprüfung konnte nachgewiesen werden,
dass während der sechs Passagen auf BK-KL 3A Zellen keine Mutationen innerhalb des
















Schematische Übersicht zur Herstellung der Frameshift-Mutanten SO 94mut-VVOV. Unter Verwendung von
PCR-Mutagenese wurde durch Deletion von 2 Bp das Leseraster innerhalb von ORF 94r aus PPVO NZ2
verschoben. Als Folge dieses Frameshifts entsteht 16 Nukleotide stromabwärts des Translationsstarts ein
Stopcodon (Nonsense-Mutation). Gleichzeitig enthielten die Primer Schnittstellen für die Endonuklease Kpn I,
so dass das PCR-Produkt nach Restriktionsverdau in den Transfervektor pVU 433 kloniert werden konnte. Nach
Fertigstellung und Sequenzüberprüfung des Konstrukts wurden mit Vaccinia Lister-Virus infizierte TK− Zellen
mit der Plasmid-DNA transfiziert. Nach viermaliger Plaquereinigung lag das rekombinante Vaccinia Lister-






ATG GAG AAG CTA GTC AGT GAC TTT →
(516 AS)
5‘ 3‘ORF 94






















3.2.3.2 Vergleich der Wirkung von SO 94 und der Frameshift-Mutanten SO 94mut-VVOV
im Aujeszky Maus Modell
Die Frameshift-Mutante SO 94mut-VVOV erreichte in allen untersuchten Titeräquivalenten
einen geringeren Wirkungsindex als SO 94-VVOV. In der höchsten eingesetzten
Konzentration (106,0 TCID50/ml Titeräquivalente) waren beide Rekombinanten wirksam.
Dagegen zeigte nur SO 94-VVOV in der nächsten Verdünnungsstufe (105,5 TCID50/ml
Titeräquivalente) eine signifikante immunstimulatorische Wirkung. In geringeren Konzen-
trationen als die verwendeten Titeräquivalente von 105,5 TCID50/ml erzielten weder SO 94-
noch SO 94mut-VVOV einen WI ≥ 57 %. Der Immunstimulator Baypamune® erreichte in



















Vergleich der immunstimulatorischen Wirkung von SO 94- und SO 94mut-VVOV im Aujeszky Maus Modell.
Die hitzeinaktivierten Virussuspensionen wurden mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf die gewünschte Titeräquivalente
verdünnt und 0,2 ml pro Maus appliziert. Es sind jeweils die arithmetischen Mittelwerte sowie die




3.3 Untersuchung der Redoxproteine
3.3.1 Bioinformatische Analyse von ORF 19, ORF 33r und ORF 70r
                       * *  ***  *  **            *  *     *  ****  ** **      *
Variola     gpE10R   1 MNPKHWGRAAWTIIFIVLSQAGLDGNIEACKRKLYTIVSTLPCPACRRHATIAIEDNNIM
Sheeppox     gp36    1 MNPKHWGRAIWTVIFIVITKTKTHKNLELCKKHIYTIVETLPCPMCRIHAIREIEKNNVM
Myxoma      gpm35R   1 MNPKYWGRAIWTVIFIILSKAKASGNIELCKRQLYTIVETLPCPSCRLHAKKAIQENDIM
Rab_fibroma  gp35R   1 MNPKYWGRAIWTVIFIILSKAKASGNIELCKQHLYTIVETLPCPLCRLHAKKAIQENNVM
Vaccinia    gpE10R   1 MNPKHWGRAVWTIIFIVLSQAGLDGNIEACKRKLYTIVSTLPCPACRRHATIAIEDNNVM
MCV          gp40R   1 MEPRHWGRSLWCVIFLVLEQAARDGDLERAKRRLFLICNTLPCVACRAHALEALQENNVL
PPVO NZ2   gpORF19   1 MEPRFWGRAMWAVIFIVLRRFEEHRDLERCKRQLYVICSTLPCIACRRHATAAIEKNNVL
                       ** * **   *** ****** *  *      * **
Variola    gpE10R   61 SSNDLNYIYYFFIRLFNNLASDPKYAIDVSKVKPL------
Sheeppox    gp36    61 SSDDLNYIYFFFISLFNNLASDEKYKINLNKVLPL------
Myxoma     gpm35R   61 SSDDLNYIYFFFISLFNNLASDPAYKIDLNRVSPLI-----
Rab_fibroma gp35R   61 SSDDLNYIYFFFISLFNNLASDPVYKIDLNKVSPLI-----
Vaccinia   gpE10R   61 SSDDLNYIYYFFIRLFNNLASDPKYAIDVSKVKPL------
MCV         gp40R   61 SSSDLNYVYFFFIALFNNLARDPRYRVDVAKVRPLPRSEAH
PPVO NZ2  gpORF19   61 SSEDPNYVLFFFIKLFNNLAFDDRYKIDPAKVRPLV-----
Abb. 21
Multiples Alignment von ERV1/ALR-Proteinen verschiedener Chordopoxvirinae und gpORF19 aus PPVO
NZ2. Die Sequenzinformationen der Variola-, Sheeppox-, Myxoma-, Rabbit fibroma-, Vaccinia-, und Molluscum
contagiosum-Viren (MCV) stammen aus Genbankeinträgen der NCBI. Neben dem Namen des jeweiligen
Pockenvirus befindet sich die Bezeichnung des ORF, der für das entsprechende Protein kodiert. Neben dem
Namen des Pocken-Virus befindet sich die Bezeichnung des jeweiligen Genprodukts gefolgt von der
Positionsangabe der ersten Aminosäure einer Zeile. Aminosäuren, die an einer Position bei mehr als 50 % der
dargestellten Sequenzen auftreten, sind schwarz unterlegt. Graue Boxen symbolisieren Aminosäuren mit
ähnlichen Eigenschaften. Vollständig konservierte Aminosäurereste sind mit (*) gekennzeichnet. Das
konservierte CXXC-Motiv ist durch einen roten Rahmen hervorgehoben. Für die Darstellung der Aminosäuren
wurde der Einbuchstabencode verwendet.
Der Vergleich der Aminosäuresequenzen von ORF 19, ORF 33r und ORF 70r aus PPVO NZ2
mit Einträgen in der Proteindatenbank der NCBI führte zur Identifikation von homologen
Proteinen, die zur Familie der „Redoxproteine“ gehören. Durch die Reduktion bzw. Oxidation
ihrer Thiolgruppen regulieren diese Proteine mannigfaltige zelluläre Mechanismen (Moran et
al., 2001). Außer den Funktionen auf zellulärer Ebene übernehmen Redoxproteine auch im
Infektionszyklus von Viren wichtige Aufgaben (Holmgren, 1989).
Der offene Leserahmen ORF 19 kodiert für ein Protein mit Homologie zu Vertretern der
sogenannten ERV1/ALR Proteinfamilie, zu der auch das Vaccinia-Virus Protein gpE10R
gehört. Das E10R-Protein des Vaccinia-Virus spielt eine zentrale Rolle bei der Bildung von
Disulfidbrücken viraler Proteine im Zytosol der Wirtszelle. Erst vor kurzem wurde der
Nachweis erbracht, dass gpE10R Bestandteil einer Redoxkette ist, an der auch Gluta- und
Thioredoxine beteiligt sind (Senkevich et al., 2002; White et al., 2002b). Im zentralen Bereich
der translatierten Sequenz von ORF 19 ist das charakteristische CXXC-Motiv lokalisiert
(Abb. 21). Dieses Motiv ist auch in den homologen Proteinen anderer Pockenviren
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konserviert. Beide enthaltenen Cysteinreste sind möglicherweise redox-aktiv und ermöglichen
einen Elektronentransfer über FAD auf Sauerstoff als Elektronenakzeptor (Senkevich et al.,
2002).
Das Genprodukt des offenen Leserahmens ORF 19 hat ein Molekulargewicht von 11,5 kDa.
Es wurde ein isoelektrischer Punkt (pI) von 9,1 errechnet.
Die Transkription von ORF 19 erfolgt vermutlich spät im viralen Infektionszyklus. Wie schon
bei den ATI-Proteinen beschrieben (Kap. 3.2.1), bildet das Startcodon einen Teil des
Promotormotivs TAAATG. Stromaufwärts des potenziellen Promotors befindet sich eine
A/T-reiche Sequenz von 20 Nukleotiden.
Eine genaue biochemische Untersuchung des Vaccinia-Homologs gpE10R ergab, dass das
Enzym an dem hydrophoben N-Terminus mit der Membran von „intracellular mature virions“
(IMVs) verankert ist (Senkevich et al., 2000). Aufgrund dieser Hinweise wurde gpORF19 auf
hydrophobe transmembrane Bereiche analysiert. Die Auswertung ergab ein vorgeschlagenes
Topologie-Modell mit einer Transmembranhelix, die von 17 N-terminal gelegenen Amino-
säuren (Pos. 3-19) gebildet wird. Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass das Genprodukt
von ORF 19 ebenso wie das Vaccinia-Virus Homolog gpE10R als Transmembran-Protein in
der Membran von IMVs lokalisiert ist.
gpORF33r ist zu einem weiteren Vaccinia-Protein homolog, welches an der oben
beschriebenen Redoxkette partizipiert: G4L. Gvakharia et al. (1996) gelang es, das Gen-
produkt von G4L als zweites von Vaccinia-kodiertes Glutaredoxin zu identifizieren. Im
Gegensatz zu dem zuvor entdeckten Enzym gpO2L ist gpG4L in vielen Pockenviren anderer
Genera konserviert und als essenziell für die Virusmorphogenese beschrieben worden (White
et al., 2000a).
Eine computergestützte Analyse der Aminosäuresequenz von gpORF33r ergab für das Protein
eine Größe von 15 kDa und einen pI-Wert von 7,8. Es wurden keine Transmembranhelices
gefunden. Am N-Terminus konnten ein putativ redox-aktives CXXC-Motiv und am
C-Terminus eine Myristylierungsstelle identifiziert werden. Ein mögliches Substrat der
Myristyltransferase, ein N-terminal gelegener Lysinrest, wurde sieben Aminosäurereste
entfernt entdeckt (K(X)6GQPSS).
Wahrscheinlich gehört auch der offene Leserahmen ORF 33r zu den spät exprimierten Genen
von Parapox ovis NZ2. Die Nukleotidsequenz im Bereich des Startcodons weist eine mit
ORF 19 vergleichbare Struktur auf: Einem aus 30 Nukleotiden bestehenden A/T-reichen




                       *         *  *   *** *  *         *          * * * *
Variola      gpG4L   1 M---------KNVLIIFGKPYCSICENVSEAVEELKSEYDILHVDILSFFLKDGDSSMLG
Sheeppox     gp49    1 M---------KKTLILFGKPLCGVCESISDAIKILEDEYDILRINILSFFSKNGQIKEFE
Myxoma      gpm48L   1 M---------KKTLILFGKPLCGVCEAISEALQMLENDYDILRINIISFFSKNGQIKEFD
Rab_fibroma  gp48L   1 M---------KKTLILFGKPLCGVCEAISEVLQMLESDYDILRINIISFFSKNGQIKEFE
Vaccinia     gpG4L   1 M---------KNVLIIFGKPYCSICENVSDAVEELKSEYDILHVDILSFFLKDGDSSMLG
MCV          gp59L   1 M---------KDVLLLLGKPLCPVCALANTILSHLEDKYPILRVNILSLFTKKNVVDVLG
PPVO NZ2  gpORF33r   1 MASDASPTAAKLTLILLGKPLCSVCEVTRRMLARLEGEMELKCVNILSLFAKDGAVNVLG
                                              *  *     * *
Variola     gpG4L   52 DVKRGTLIGNFAAHLSNYIVSIFKYNPQTKQMAFVDINKSLDFTKTDKSLVNLEILKSEI
Sheeppox    gp49    52 VDEGVAFINNFFKYLSSEAASLFKYNPETGQMAYVNISKFFNLAVIDKSFIKKDKLKEEI
Myxoma     gpm48L   52 TDHGVAFINNFFKYLATDAASLFKYDPESKQMAYVNISQFFNLAIIDKSFVKKELIEEEI
Rab_fibroma gp48L   52 TDHGVTFINNFFKYLATDAASLFKYDPESKQMAYVNISKFFNLAIIDKSFVKKELMEEEI
Vaccinia    gpG4L   52 DVKRGTLIGNFAAHLSNYIVSIFKYNPQTKQMAFVDINKSLDFTKTDKSLVNLEILKSEI
MCV         gp59L   52 M-RTYELVSALMEFFGGEYVMVLKMQPDTGEVAFVPFKEYLVVGQISMDALDYDQLERSV
PPVO NZ2 gpORF33r   61 M-GVYRLITEVTEHFGNEYVLLLKYDPVAKTMAAVDIRSFVVVAQIDEKKVDIDQLRDAI
                            *  **
Variola     gpG4L  112 EKANYGVWPP-V----TE
Sheeppox    gp49   112 ENSPYGVWPP-PSI--TE
Myxoma     gpm48L  112 EKAVYGLWPP-PSSQKTE
Rab_fibroma gp48L  112 EKAVYGLWPP-PSSQKTE
Vaccinia    gpG4L  112 EKATYGVWPP-V----TE
MCV         gp59L  111 EDAPYGVWP--PRKKSVV
PPVO NZ2 gpORF33r  120 LSAKPGVWPVGQPSSSRR
Abb. 22
Multiples Alignment von Glutaredoxinen verschiedener Chordopoxvirinae und gpORF33r aus PPVO NZ2. Die
Sequenzinformationen der Variola-, Sheeppox-, Myxoma-, Rabbit fibroma-, Vaccinia-, und Molluscum
contagiosum-Viren (MCV) stammen aus Genbankeinträgen der NCBI. Neben dem Namen des Pocken-Virus
befindet sich die Bezeichnung des jeweiligen Genprodukts gefolgt von der Positionsangabe der ersten
Aminosäure einer Zeile. Aminosäuren, die an einer Position bei mehr als 50 % der dargestellten Sequenzen
auftreten, sind schwarz unterlegt. Graue Boxen symbolisieren Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften.
Vollständig konservierte Aminosäurereste sind mit (*) gekennzeichnet. Das konservierte CXXC-Motiv und das
C-terminale Myristylierungsmotiv sind durch einen roten Rahmen hervorgehoben. Ein Lysinrest, der als Substrat
für die Acylierung dienen könnte, ist rot unterlegt und mit einem Pfeil markiert. Für die Darstellung der
Aminosäuren wurde der Einbuchstabencode verwendet.
Das dritte zu den Redoxproteinen zählende Protein wird von ORF 70r kodiert und ist unter
anderem zu dem A2.5L-Protein des Vaccinia-Virus homolog. Das zu den Thioredoxinen
gehörige Protein gpA2.5L aus Vaccinia-Virus wurde kürzlich als fehlendes Verbindungsstück
zwischen gpE10R und gpG4L in der oben beschriebenen Redoxkette identifiziert. Seine
Aufgabe besteht darin, den Elektronentransfer von gpG4L auf gpE10R zu katalysieren
(Senkevich et al., 2002). Als redox-aktives Motiv besitzt gpA2.5L ein CXXXC-Aminosäure-
cluster am N-Terminus. Im Gegensatz zu Vaccinia- und Variola-Virus findet man in den
Aminosäuresequenzen von gpORF70r aus PPVO NZ2 und homologen Proteinen anderer
Chordopoxvirinae ein N-terminales CXXC-Motiv.
Die aus der Aminosäuresequenz von gpORF70r abgeleitete Proteingröße von 9,3 kDa
entspricht ungefähr der von gpA2.5L aus Vaccinia (~9 kDa). Der pI-Wert von 8,3 wurde




                       *            *  *  *   *  *      **       *   *     *  **
Variola    gpA2.5L   1 MS---WYEKYNIVLNPPKRCFSSCADNLTTILAEDGNNIRAILYSQPQKLKVLQDFLATS
Sheeppox     gp89    1 MS---WYSKYKVDLDKPQKC-SKCLSNLFEFITEDEKTIKMVLESQPNKLSILKNFLTSC
Myxoma      gpm91L   1 MS---WYAKYSVTLDPPKKC-SKCLANLFDYITEDSNTIKMVLESQPNKLKVLKEFLSAI
Rab_fibroma  gp91L   1 MS---WYGKYSVILDPPKKC-SKCLANLFDYITEDSGTIKMVLESQPNKLKVLKEFLSAI
Vaccinia   gpA2.5L   1 MS---WYEKYNIVLNPPKRCSSACADNLTTILAEDGNHIRAILYSQPKKLKILQDFLATS
MCV         gp105L   1 M--------FQYQLAPPRRC-AGCATNFVAYLQEDRERMRAALLANPRKLSALRRFLALA
PPVO NZ2  gpORF70r   1 MGDNVWFAAYSVELDPPRRC-TRCSLNLTRVINEDPENARMLLLSQPGRARALAGFLQFC
                       *        ** *  ***
Variola   gpA2.5L   58 RNKMFLYKILDDEIRRVLT----
Sheeppox    gp89    57 RNKDFIYKILDKELQRVLK----
Myxoma     gpm91L   57 RNKEFIYKILDEEVRRVLT----
Rab_fibroma gp91L   57 RNKEFIYKILDEEVRRVLT----
Vaccinia  gpA2.5L   58 RNKMFLYKILDDEIRRVLT----
MCV        gp105L   52 RTRTLSLAPLDPELRRVLS----
PPVO NZ2 gpORF70r   60 RTRTLDTKVLDREILRVLGLEQA
Abb. 23
Multiples Alignment von Thioredoxinen verschiedener Chordopoxvirinae und gpORF70r aus PPVO NZ2. Die
Sequenzinformationen der Variola-, Sheeppox-, Myxoma-, Rabbit fibroma-, Vaccinia-, und Molluscum
contagiosum-Viren (MCV) stammen aus Genbankeinträgen der NCBI. Neben dem Namen des Pocken-Virus
befindet sich die Bezeichnung des jeweiligen Genprodukts gefolgt von der Positionsangabe der ersten
Aminosäure einer Zeile. Aminosäuren, die an einer Position bei mehr als 50 % der dargestellten Sequenzen
auftreten, sind schwarz unterlegt. Graue Boxen symbolisieren Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften.
Vollständig konservierte Aminosäurereste sind mit (*) gekennzeichnet. Das konservierte CXX(X)C-Motiv ist
durch einen roten Rahmen hervorgehoben. Für die Darstellung der Aminosäuren wurde der Einbuchstabencode
verwendet.
Im Gegensatz zu ORF 19 und ORF 33r befindet sich kein TAAATG Promotormotiv am
Translationsstart des Leserahmens ORF 70r. Es liegt jedoch eine A/T-reiche Region von 20
Nukleotiden direkt stromaufwärts des Startcodons vor. Innerhalb dieses Sequenzabschnitts ist
ein TAAAT Motiv drei Nukleotide vor dem ATG lokalisiert. Dieses Motiv wurde in einigen
spät transkribierten Genen von Vaccinia gefunden (Moss, 1990) und ist auch bereits für das
PPVO beschrieben worden (Sullivan et al., 1995). Daher liegt die Vermutung nahe, dass auch
die Expression von ORF 70r spät im Infektionszyklus von PPVO NZ2 angeschaltet wird.
3.3.2 Analyse der immunstimulatorischen Wirkung im Aujeszky Maus Modell
Die Versuche zur Bestimmung der immunstimulatorischen Wirkung von ORF 19 und
ORF 70r wurden mit Hilfe rekombinanter Vaccinia Lister-Viren (SO 19- und SO 70-VVOV),
in die jeweils einer der offenen Leserahmen integriert worden war, durchgeführt. Außerdem
wurde ORF 19 aus dem Parapox ovis Stamm D1701 in Schizosaccharomyces pombe
exprimiert und in Form von nicht aufgereinigten Gesamtproteinextrakten verwendet. Die























Immunstimulatorische Wirkung von SO 19 und SO 70 im Aujeszky Maus Modell. Die hitzeinaktivierten
Virussuspensionen wurden mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf die gewünschte Titeräquivalente verdünnt und 0,2 ml
pro Maus appliziert. Es sind jeweils die arithmetischen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen als
Fehlerbalken angegeben. (Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe n=10; Anzahl der Versuche n=4)
Die immunstimulatorische Wirkung der beiden Single ORF-VVOV Rekombinanten SO 19
und SO 70 wurde in vier unabhängigen Versuchen ermittelt. Dabei sind die hitzeinaktivierten
Rekombinanten in Konzentrationen von 106,0 und 105,0 TCID50/ml Titeräquivalenten einge-
setzt worden. Nach der Auswertung der Wirkungsindizes konnten Unterschiede in der
Wirkung der beiden Rekombinanten im Aujeszky Maus Modell festgestellt werden: SO 19-
VVOV zeigte einen stärkeren immunstimulatorischen Effekt als SO 70-VVOV. In den
Versuchen, die mit 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten durchgeführt wurden, lag der gemittelte
WI von SO 19-VVOV höher als der von SO 70-VVOV. Die Streuung der Einzelwerte fiel im
Fall der Rekombinanten SO 19-VVOV weniger stark aus als bei SO 70-VVOV. Die
Behandlung der Tiere mit 1:10 verdünnten Proben (105,0 TCID50/ml Titeräquivalente)
bewirkte keinen signifikanten Schutz vor der Infektion mit Pseudorabies-Virus. Eine Analyse
der Wirkungsindizes ergab einen stärkeren Abfall der Wirkung von SO 70 im Vergleich zu
SO 19. In der Nukleotidsequenz von SO 70-VVOV wurde ein Basenaustausch von Guanin
gegen Thymin entdeckt, der eine Aminosäuresubstitution von Valin durch Phenylalanin an
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Position 5 der Polypeptidkette von gpORF70r zur Folge hat (siehe Anhang). Der von
Baypamune® (105,8 TCID50/ml Titeräquivalente) vermittelte immunstimulatorische Effekt lag
in der erwarteten Größenordnung.





















Immunstimulatorische Wirkung des in Schizosaccharomyces pombe exprimierten Proteins sp-ORF19 im
Aujeszky Maus Modell. Die Gesamtproteinextraktionen aus den zwei zellulären Fraktionen lagen in
Sorbitolpuffer vor. Die Proben wurden mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf die gewünschte Proteinkonzentration
verdünnt und 0,2 ml pro Maus appliziert Es sind jeweils die arithmetischen Mittelwerte sowie die
Standardabweichungen als Fehlerbalken angegeben. (Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe n=10; Anzahl der
Versuche n=2)
Um die immunstimulatorische Wirkung der Viruskomponenten zu analysieren, wurden zuerst
Proteine des Parapox ovis-Stamms D1701 in Hefe exprimiert, da zu Beginn dieser Arbeit nur
die vollständige Genomsequenz dieses Virusstamms bekannt war. Nachdem die Sequenz des
homologen offenen Leserahmens ORF 19 aus dem biologisch aktiveren PPVO-Stamm NZ2
vorlag, wurde mittels eines Vergleichs der Aminosäuresequenzen beider ORFs nur eine
Abweichung an Position 56 (N → K) festgestellt. Daher wurden die folgenden Versuche mit
dem aus PPVO D1701 stammenden Protein durchgeführt.
Es konnte für keine der getesteten Gesamtproteinextraktionen von sp-ORF19 (Aufschluss,
13.000 x g Pellet) aus Zellen von Schizosaccharomyces pombe eine signifikante immun-
stimulatorische Wirkung nachgewiesen werden. Der Immunstimulator Baypamune® war in
signifikantem Maße wirksam. In Vorversuchen wurde eine Gesamtproteinmenge von 300 µg
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pro Maus als obere Grenze für die Unterscheidung zwischen einer PPVO- und einer Hefe-
spezifischen Immunstimulation bestimmt. Aufgrund der Ergebnisse, die die Analyse von
sp-ORF94r ergeben hatte (Kap. 3.2.2.3), wurde in diesen Experimenten eine maximale
Proteinmenge von 600 µg Gesamtprotein pro Maus untersucht.
3.4 Untersuchung der Viruscoreproteine
3.4.1 Bioinformatische Analyse von ORF 71r, ORF 72r und ORF 23r
Nach Analyse der Aminosäuresequenzen von gpORF71r, gpORF72r und gpORF23r des
Parapox ovis-Stamms NZ2 durch Vergleich mit Proteinen verwandter Pockenviren konnten
Homologien zu sogenannten Viruscoreproteinen nachgewiesen werden. Viruscoreproteine des
Vaccinia-Virus sind definitionsgemäß die Proteine, die nach Behandlung von IMVs mit dem
Detergenz Nonidet P-40 und einem reduzierenden Reagenz (z.B. DTT) mit den pelletierbaren
Partikeln assoziiert bleiben. Die Genprodukte gpORF71r und gpORF72r aus PPVO NZ2 sind
zu den Coreproteinen gpA3L bzw. gpA4L des Vaccinia-Virus homolog (Abb. 26 u. 27).
Diese Strukturproteine werden als „Major core“ Proteine bezeichnet. Zusammen mit einem
zweiten „Major core“ Protein (z.B. Vaccinia gpA10L) stellen sie die größten im Viruscore
befindlichen Proteine dar. Das Molekulargewicht des ORF 71r-Genprodukts aus PPVO NZ2
ist mit 74 kDa geringer als das der homologen Proteine aus Vaccinia- und Variola-Virus. Der
errechnete isoelektrische Punkt liegt bei 6,7.
Coreproteine werden oft als Vorläuferproteine synthetisiert und anschließend proteolytisch
prozessiert. Für drei Vaccinia-Genprodukte konnten die entsprechenden Proteaseschnitt-
stellen und eine Prozessierung nachgewiesen werden (VanSlyke et al., 1991a; VanSlyke et
al., 1991b). Aufgrund der Konservierung der Schnittstelle in den drei Proteinen wird
angenommen, dass ein und dasselbe Enzym diese Reaktion katalysiert. An den Positionen 60-
62 des N-Terminus von gpORF71r liegt ein Tripeptid (AGA) vor, welches auch in homologen
Proteinen von Variola-, Sheeppox-Virus und MCV zu finden ist (Abb.). Die Homologen des
Myxoma- und Rabbit fibroma-Virus tragen an der dritten Position des Motivs einen Valinrest.
Aus einer proteolytischen Prozessierung des Genprodukts von ORF 71r würden Spaltprodukte
mit einer Größe von 6,4 und 67,7 kDa hervorgehen. Die Analyse des kleineren N-terminalen
Peptids wies keine auffälligen Motive auf. Dagegen wurden in dem putativen C-terminalen
Fragment verschiedene Motive identifiziert, die Aufschluss über die Funktion und
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Lokalisation des Proteins geben könnten: Am N-Terminus befindet sich ein nicht
konservierter Abschnitt von 47 Aminosäuren, der besonders reichhaltig an Serin- und
Argininresten ist. Die Serin- und Argininreste sind in einem Verhältnis von 2:1 vertreten.
Solche Regionen stark geladener und polarer Aminosäuren wurden unter anderem im
Genprodukt des Vaccinia-ORF A4L und anderer stark immunogen wirkender Proteine
entdeckt (Boulanger et al., 1998).
**        *      *   * *    *    * *    *  *  *  *      *
Variola      gpA3L   1 MEAVVNSD-VFLTSNTGLKSSYTNQTLSLVDEDHIHTSDKSLSCSVCNSLSQIV-DDDFI
Sheeppox     gp90    1 MESS--KD-IFLTSKVNLHTEYKNQTLSLVD-NHVHTPITSLSCSICNSLSNFATSDDII
Myxoma       gp92L   1 MESL--ND-IFLTSKLNLTPDYNNQLLLLAN-NHIHGPASSLSCSICNSLSTFSTEDENI
Rab_fibroma  gp92L   1 MESL--ND-IFLTSKLNLNPDYNNQLLLLAN-NHIHVPTSSLSCSICNSLSMFSTEDENI
Vaccinia     gpA3L   1 MEAVVNSD-VFLTSNAGLKSSYTNQTLSLVDEDHIHTSDKSLSCSVCNSLSQIV-DDDFI
MCV         gp106L   1 METKAGPDSVFLCSRLNLGAHYRNQLLSLVDRAHLHEPAPSILCSICDTLAKVLPEDAGV
PPVO NZ2  gpORF71r   1 MES-PACASDFFNAKFDLVPGYDNAGMSL-ECDHIHIPKQSLSCAVCSSLLSINRED-MV
                        ** *              *                                       *
Variola      gpA3L  59 SAGARNQRT-------KPKR-AGNDQAQQTTKKDC--------------------MVSID
Sheeppox     gp90   57 SAGARQRSL-------PMKRRILSKDKTNETSSSCPNNK-------K-EDT-NTTTVPID
Myxoma       gp92L  57 TAGVRQKT--------QLKRRTPSKEDV----APCPAKK-------ASDDD-H-KLVPID
Rab_fibroma  gp92L  57 TAGVRQKT--------QVKRRIQSKED-----APCPTKK-------TSDDD-DPKLVPID
Vaccinia     gpA3L  59 SAGARNQRT-------KPKR-AGNNQSQQPIKKDC--------------------MVSID
MCV         gp106L  61 SAGARQQR---------PVRRVPAAPRARVSPRRVAGARGEDACKPSSEAG-DVPMIPID
PPVO NZ2  gpORF71r  58 SAGARAQRPVRSSSQRRSSRRSRSSSSRGSSARPSSARPGSRQSGSAAQSSSDSVLMPVD
                       
                          *   *    *  *  *   *          ***     * *  *    * *** **
Variola      gpA3L  91 EVASTHDWSTRLRNDGNAIAKYLTTNKYDTSNFTIQDMLNIMNKLNIVRTNRNELFQLLT
Sheeppox     gp90  101 EVASTNDWQVKLRKDGNMIARYLTDNKCNVSNFTIQDMLTIMRKLNIMRSNRNELFELLA
Myxoma       gp92L  96 EVASTHNWHLRLRRDGDAIAKFLMQNKCDVGNFTIQDMLDVMKKLNIIRSGRTELFELLA
Rab_fibroma  gp92L  96 EVASTHNWHLRLRREGDAIAKFLIENKCDVNNFTIQDMLNVMKKLNIIRSGRTELFELLS
Vaccinia     gpA3L  91 EVASTHDWSTRLRNDGNAIAKYLTTNKYDTSNFTIQDMLNIMNKLNIVRTNRNELFQLLT
MCV         gp106L 111 EVASTQDWHLRLRRDGDAIVRYLVENKCDLASFTIQDMIGIMRKLNIVRSDRQELFELLG
PPVO NZ2  gpORF71r 118 RMTSMHDWQMKIRKEGEMIADYLRSTRRDHKNMTIQELMSVMAKVGIQNRDRSELFDLLN
                        *         **  ***** *          *        *      **  * *** **
Variola      gpA3L 151 HVKSTLNNASVSVKCTHPLVLIHSRASPRIGDQLKELDKIYSPSNHHILLSTTRFQSMHF
Sheeppox     gp90  161 HVKSSLTNSSMSVKSTHPLVLIHSHAHPKIGEQLKELEKLYSPTKQEILLSTTRFQSIHF
Myxoma       gp92L 156 HVKSSLSNSSMSVKSTHPLVLIHSHAHPNIGDQLKELDKLYSTTKHEILLSTTRFQSIHF
Rab_fibroma  gp92L 156 HVKSSLSNSSMSVKSTHPLVLIHSHAHPNIGDQLKELDKLYSSTKHEILLSTTRFQSIHF
Vaccinia     gpA3L 151 HVKSTLNNASVSVKCTHPLVLIHSRASPRIGDQLKELDKIYSPSNHHILLSTTRFQSMHF
MCV         gp106L 171 HVKGSLSNSSVSVKTTHPLVLIYSHADPHIGEQLRALERVYSPSRYQTLLATTRFQSGHF
PPVO NZ2  gpORF71r 178 SVRAAMTDSGLSVSQTHPLVIIYGRNSTRVNKQMKEIDDLQSMSSYQNLLSATQFQSVHF
                        ***** ** *           ***   *** **** *     **   *  **     *
Variola      gpA3L 211 TDMSSSQDLSFIYRKPETNYYIHPILMALFGIKLPALENAYVHGDTYSLIQQLYEFRRVK
Sheeppox     gp90  221 VDMSSSSDLAFHYRDNESTYYIHPIFMSLFGIKLPALENTFVYGDSYSLLQQLYDYKKVN
Myxoma       gp92L 216 NDMSSSSDLAFRFRDNDSTYFIHPIFMALFGIKLPALENTFVYGDSFTLLQQLYDFKKVK
Rab_fibroma  gp92L 216 NDMSSSCDLAFRFRDNDSTYFIHPIFMALFGIKLPALENTFVYGDSFTLLQQLYDFKKVK
Vaccinia     gpA3L 211 TDMSSSQDLSFIYRKPETNYYIHPILMALFGIKLPALENAYVHGDTYSLIQQLYEFRKVK
MCV         gp106L 231 VDMSSSQDLVFKYRENDSTCFVHPILVALFGVKLPALENAFVYGDSYSLLRQLYELKKVR
PPVO NZ2  gpORF71r 238 KDMSSSGDLLFSFKSSDSVGFVHPIAMALFGVKLPAIESAFVNGDSLSLLAQLHHNSRVR
                         ** ** * ***  **   *  *  * * ***  **     *   * * ***      *
Variola      gpA3L 271 SYNYMLLVNRLTEDNPIVITGVSDLISTEIQRANMHTMIRKAIMNIRMGIFYCNDDDAVD
Sheeppox     gp90  281 PDNYMLLVNRLTEEAPIVFTGISDVISTEIQRANIHTMIKKLIMRMRMGIFYCSDEESID
Myxoma       gp92L 276 PDNYMLLVNRLTENSPIVFTGVNDVISTEIQRAHVHTMIRKIIMRLRMGVFYCKEEDSVD
Rab_fibroma  gp92L 276 PDNYMLLVNRLTENSPIVFTGVNDVISTEIQRAHVHTMIRKIIMRLRMGVFYCKEEDSVD
Vaccinia     gpA3L 271 SYNYMLLVNRLTEDNPIVITGVSDLISTEIQRANMHTMIRKAIMNIRMGIFYCNDDDAVD
MCV         gp106L 291 PDNYMLLINRLTEDAPILFTGVNDVVSTEVQRANVHTMIRKLILNIRLGIFYCCDSEAVD
PPVO NZ2  gpORF71r 298 PNNYQLLVNKLTEETPIVMPGVGDSVSMEIQRAVLHTNLRRCILNLRMGVFYCESDESID
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                         ******      * ****  **   ** * * ***                     **
Variola      gpA3L 331 PHLMKIIHTGCSQVMTDEEQILASILSIVGFRPTLVSVARPINGISY----DMKLQAAPY
Sheeppox     gp90  341 PFLMKIIHTNCSEVMSDEEQIIASILSIVGFKPTLVSIPKPGFMNNY----EMQLQSVPY
Myxoma       gp92L 336 SHLMKIIHTNCSKVMTDEEQMIASILSIVGFKPTLVSIPKPGYMNNY----EMHLQSVPY
Rab_fibroma  gp92L 336 SHLMKIIHTNCSKVMTDEEQMIASILSIVGFKPTLVSLPKPGHMNNY----EMHLQSVPY
Vaccinia     gpA3L 331 PHLMKIIHTGCSQVMTDEEQILASILSIVGFRPTLVSVARPINGISY----DMKLQAAPY
MCV         gp106L 351 PYLMKIIHTSSSQMMADEEQLLASVLAIVGFRPALVSVVRAGAAPGF----DVNLQSVPY
PPVO NZ2  gpORF71r 358 NALMKIIHPSCASIMTDEEQILASIFSIVSFKPTLVSVSRPSFGTGIGGMGDMAMHTVPY
                        *     ****   *                 ***   *
Variola      gpA3L 387 IVVNPMKMITTSDSPISINSKDIYSMAFDGNSGRVVFAPPNIGYGR---CSGVTH--IDS
Sheeppox     gp90  397 IVINPMKMITTSNCPISINTGNINSLTFDGNTGRVVFAPPNIGYGY---SNPLENH-FNP
Myxoma       gp92L 392 IVINPMKMITTSNCPISINSGNINSLTYDGESGRVVFAPPSVGYGY---TTAYDAPPFTP
Rab_fibroma  gp92L 392 IVINPMKMITTSNCPIAINSGNINALTYDGESGRVVFAPPSVGYGY---TTAYDTSPFTP
Vaccinia     gpA3L 387 IVVNPMKMITTSDSPISINSKDIYSMAFDGNSGRVVFAPPNIGYGR---CSGVTH--IDP
MCV         gp106L 407 IVVNPARMITTMDNPVAINSSSVYSLTFDGATGRVLFSPPHMSYQGQLGCRGVDALPILH
PPVO NZ2  gpORF71r 418 LVVDSSKMITTSTAPIHVGGEQ--PFSCTAEAGRVLYMPAQ-----NMGAVSRTDVASAV
                                    *** **     * **       *      *  * *           *
Variola      gpA3L 442 LGTNVMGSA-VHSPVIVNGAMMFYVERRQNKNMFGGECYTGFRSLIDDTPIDVSPEIMLN
Sheeppox     gp90  453 FGNNFPTISNISSPVIVNGVLIFYVERRQHRNTFGGECYTGYRSIINDSPIELSQEVVIN
Myxoma       gp92L 449 YG--IANKQTMNSPVIVNGVLMFYVERRQHKNTFGGECYTGYRSLINDSPIDVSPDIVLN
Rab_fibroma  gp92L 449 YG--IANKQPMNSPVIVNGVLMFYVERRQHKNTFGGECYTGYRSLINDSSLDISPDIVLN
Vaccinia     gpA3L 442 LGTNVMGSA-VHSPVIVNGAMMFYVERRQNKNMFGGECYTGFRSLIDDTPIDVSPEIMLN
MCV         gp106L 467 GNNMPVLERPMNAPVIVNGTLIYYVERRQNKNIIGGESYAGFRSLINDRPMDVANDITIN
PPVO NZ2  gpORF71r 471 CAASGYLYERDRAPVITNGVLVFLVNRRGGMAS-TGDCFTNMRPVISDIPIEVSQDMMLN
                       ** * * *****  **          * *  *   * **  *** ***        *  *
Variola       A3L 501 GIMYRLKSAVCYKLGDQFFDC--GSSDIFLKGHYTILFTENGPWMYDPLSVFNPGARNAR
Sheeppox      90  513 GIMYKLKSAVCYKVGDNFFECHTNNTDIFLKGHYSIIFTELGPWMYDPLSFFNKSSRDSR
Myxoma        92L 507 GIMYRLKSAVCYKIGDQFFNNCNDASDIFLKGHYTILFTEMGPWMYDPLSVFNKASRDAR
Rab_fibroma   92L 507 GIMYRLKSAVCYKIGDQLFNNCNDASDIFLKGHYTILFTEMGPWMYDPLSVFNKASRDAR
Vaccinia      A3L 501 GIMYRLKSAVCYKLGDQFFDC--GSSDIFLKGHYTILFTENGPWMYDPLSVFNPGARNAR
MCV          106L 527 GILYRLRSAVCYKVGDQLIDGCEPAGDIFLKGYYTIVFTELGPWLYDPLSVFSKPAREAR
PPVO NZ2   ORF71r 530 GIMYRLVSAVCYRVGDGI-DNCSGA-DAFANGYCTILFTDAGPWLYDPMTVLSRSAREAR
                         *   *                  *            **   *     * **** ****
Variola      gpA3L 559 LMRALKNQYKKLSMDS---DDGFYEWLNGDGS-VFAASKQQMLMNHVANFDDDLLTMEEA
Sheeppox     gp90  573 MMRSLKNQYRKTSNNNQLDESDFYEWLKGEGA-SFFLSKQQMLMNHITMFDDDLLKMEEA
Myxoma       gp92L 567 MLRALKNQYRKVTDS--FDDAEFYEWVKGDGA-AFASTKQQMLMNHITMFDDDLLKMEEA
Rab_fibroma  gp92L 567 MLRALKNQYRKVTDS--FDDAEFYEWVKGDGA-AFASTKQQMLMNHITMFEDDLLKMEEA
Vaccinia     gpA3L 559 LMRALKNQYKKLSMDS---DDGFYEWLNGDGS-VFAASKQQMLMNHVANFDDDLLTMEEA
MCV         gp106L 587 LLRALKNHYARENAGE--DEALFYDWLKQESTQPVLMAKQQQLMNHRAMFDDDLLPMEEA
PPVO NZ2  gpORF71r 588 LMRAMRNTFAQESGAGG-DGQCLNEWLRGDGAAAMA-AKQSQHMQHKAMFEDDLLTMEEA
                       *   ** *  * * * *  *
Variola      gpA3L 615 MSMISRHCCILIYAQDYDQYISARHITELF-
Sheeppox     gp90  632 MSLISRQCCMLIYSQDYDSYITAKNITELF-
Myxoma       gp92L 624 MSLISRQCCMLIYAQDYEPYITAKSITELF-
Rab_fibroma  gp92L 624 MSLISRQCCMLIYAQDYEPYITAKSITELF-
Vaccinia     gpA3L 615 MSMISRHCCILIYAQDYDQYISARHITELF-
MCV         gp106L 645 MSLVSRHCCVLVYAQDYEPYIAAKNITEIFC
PPVO NZ2  gpORF71r 646 MLMISRYCTILIYGQEYDPYMSSRNMCDVLC
Abb. 26
Multiples Alignment von „Major core“ Vorläuferproteinen verschiedener Chordopoxvirinae und gpORF71r aus
PPVO NZ2. Die Sequenzinformationen der Variola-, Sheeppox-, Myxoma-, Rabbit fibroma-, Vaccinia-, und
Molluscum contagiosum-Viren (MCV) stammen aus Genbankeinträgen der NCBI. Neben dem Namen des
Pocken-Virus befindet sich die Bezeichnung des jeweiligen Genprodukts gefolgt von der Positionsangabe der
ersten Aminosäure einer Zeile. Aminosäuren, die an einer Position bei mehr als 50 % der dargestellten
Sequenzen auftreten, sind schwarz unterlegt. Graue Boxen symbolisieren Aminosäuren mit ähnlichen
Eigenschaften. Vollständig konservierte Aminosäurereste sind mit (*) gekennzeichnet. Die potenzielle
Proteaseschnittstelle ist rot eingefasst und mit einer Schere gekennzeichnet. Serin- und Argininreste des nicht
konservierten Sequenzabschnitts am N-Terminus von ORF 71r wurden rot hervorgehoben. Beide am
C-Terminus identifizierten Zellbindungsmotive (GAG-Bindemotiv und RGD-Tripeptid) wurden rot unterlegt.
Putative interne Myristylierungsmotive sind rot umrahmt und Acylierungsstellen mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Für die Darstellung der Aminosäuren wurde der Einbuchstabencode verwendet.
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Des weiteren kommen in der gesamten Polypeptidsequenz von gpORF72r insgesamt acht
mögliche Myristylierungsmotive vor.
Am C-Terminus wurden eine Bindestelle für Glykosaminoglykane (GAGs) an den Positionen
600-603 und ein RGD-Tripeptid an den Positionen 614-617 identifiziert. Beide Motive
spielen eine wichtige Rolle bei der Zelladhäsion. Viele Viren nehmen über Proteoglykane
Kontakt mit der Wirtszelle auf, binden an GAGs (z.B. Heparansulfat), die Teile der














Myristylierungsmotive in gpORF71r mit N-terminal gelegenen Lysin- oder Argininresten. Die Motive sind
entsprechend ihrer Lokalisation vom N- zum C-Terminus aufgelistet. Die Zahlen geben die Position der
Aminosäurereste der Konsensussequenz im Protein an. Für die Darstellung der Aminosäuren wurde der
Einbuchstabencode verwendet. Fettgedruckte Lysin- und Argininreste stellen mögliche Acylierungsstellen dar.
Das Erkennungsmotiv der N-Myristyltransferase ist unterstrichen und die Vorgaben für die Konsensussequenz in
der letzten Zeile abgebildet. An erster Position muss ein Glycinrest (G) zu finden sein. Position zwei, drei und
vier können beliebig besetzt sein (X). Die fünfte Stelle ist auf die fünf in Klammern [ ] beschriebenen
Aminosäurereste beschränkt.
ORF 71r wird vermutlich spät im Infektionszyklus von Parapox ovis NZ2 transkribiert.
Unmittelbar vor dem Startcodon befindet sich das für späte Gene typische Promotormotiv
TAAATG. Dieses enthält im 3‘-Bereich auch den Translationsstart. Das zweite Merkmal
eines spät transkribierten Gens, eine dem Promotor vorausgehende A/T-reiche Sequenz, ist
ebenfalls vorhanden. Diese umfasst insgesamt 23 Nukleotide.
Auch am Translationsstart des offenen Leserahmen ORF 72r und in den stromaufwärts
gelegenen Sequenzbereichen wurden vergleichbare Strukturen gefunden: Einem aus 18
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Nukleotiden bestehenden A/T-reichen Sequenzabschnitt folgt stromabwärts das TAAATG
Promotormotiv. Daher wird angenommen, dass auch der offene Leserahmen ORF 72r zu den
späten Genen von PPVO NZ2 gehört.
Von allen im Rahmen dieser Arbeit untersuchten ORFs aus PPVO NZ2 zeigte ORF 72r die
geringste Identität mit homologen Proteinen verwandter Chordopoxvirinae. Die homologen
Abschnitte der verglichenen Proteine beschränken sich auf die terminalen Bereiche der
Polypeptidketten.
                       *           *                                            *
Variola      gpA4L   1 M--DFFNKFSQGLAESS---TPKSSIYYSE-------EKDLDIKKDEAIE----IGLKSQ
Sheeppox     gp91    1 M--DFMKKYTKDLETTVRNKKDEE----------IASTSNLINNKSVTLTDVDTM-LKSK
Vacinia      gpA4L   1 M--DFFNKFSQGLAESS---TPKSSIYYSE-------EKDPDTKKDEAIE----IGLKSQ
MCV         gp107L   1 MARNLREAMAESLGRTSRSLAAEQSVLFSR--------LEVRIEVEEQIEAREDIDLKAQ
PPVO NZ2  gpORF72r   1 M--DLRRRFASDLAKSKLVLSETSSSLFTKCPQTVVPAPEQPCPPDEEVDSVDKYTVKEA
                           *
Variola      gpA4L  45 ESYYQRQLREQLARDNMMAASRQPI---QPLQPTIHITPLQVPT-----P----------
Sheeppox     gp91   48 EHLYQQMMINQLEEKKT-------------------------------------------
Vacinia      gpA4L  45 ESYYQRQLREQLARDNMMAASRQPI---QPLQPTIHITPQPVPT-----ATPAPILLPSS
MCV         gp107L  53 GAALQRRLRAALRSTPAAYARQRVGTSSHTVPAAVAVQTCPTPAIAAAQTCPMPATAPAA
PPVO NZ2  gpORF72r  59 GRYYQSRLKSATAC------MQRPTTGQSPLAPSLL------PRGAKVQSTPLNVMPAA-
                                                         *      *      *
Variola      gpA4L 234 --------------------------LQAET-NDLVTNVYDAREYTRRAIDQILQLVK--
Sheeppox     gp91  116 SLQDDSD--------------------------SLIKDISVAKDTTFDAINSIMNDLK--
Vacinia      gpA4L 244 --------------------------LQAET-NDLVTNVYDAREYTRRAIDQILQLVK--
MCV         gp107L 351 PEDDDDD--DDEDDDGAGGARGCYTVLEGPELRKLCRGLSEACR----AVESLRELLALE
PPVO NZ2  gpORF72r 260 NADNDKDFIKKELADIADSVRD----LNAESLS-LTRDIETAKSVTQSAINDLRRLLT-G
Abb. 27
Multiples Alignment von Coreproteinen verschiedener Chordopoxvirinae und gpORF72r aus PPVO NZ2. Die
Sequenzinformationen der Variola-, Sheeppox-, Myxoma-, Rabbit fibroma-, Vaccinia-, und Molluscum
contagiosum-Viren (MCV) stammen aus Genbankeinträgen der NCBI. Neben dem Namen des Pocken-Virus
befindet sich die Bezeichnung des jeweiligen Genprodukts gefolgt von der Positionsangabe der ersten
Aminosäure einer Zeile. Aminosäuren, die an einer Position bei mehr als 50 % der dargestellten Sequenzen
auftreten, sind schwarz unterlegt. Graue Boxen symbolisieren Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften.
Vollständig konservierte Aminosäurereste sind mit (*) gekennzeichnet. Zwei Argininreste, die als potenzielles
Ziel einer Acylierungsreaktion in Frage kommen, sind rot unterlegt und mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die
Erkennungssequenz der N-Myristyltransferase ist nicht dargestellt. Für die Darstellung der Aminosäuren wurde
der Einbuchstabencode verwendet.
Das ORF 72r-Protein entspricht mit einer berechneten Größe von 34 kDa ungefähr seinem
Homolog aus Vaccinia-Virus. Dessen Größe von 39 kDa wurde durch Analyse mit
monoklonalen Antikörpern bestätigt (Maa und Esteban, 1987). Aus der Aminosäure-
zusammensetzung von gpORF72r ergibt sich ein pI-Wert von 7,8.
An den Positionen 313-317 von gpORF72r ist ein putatives Myristylierungsmotiv lokalisiert.






Der zentrale Teil des Proteins besteht aus Sequenzwiederholungen, die nur partielle
Homologie zu anderen Proteinen von Pocken-Viren aufweisen. In den unvollständigen
Sequenzwiederholungen des ORF 72r-Proteins konnte ein hoher Anteil von Prolin- und
Alaninresten festgestellt werden (Abb. 28). Diese Region erstreckt sich über ca. 120
Aminosäurereste und stellt somit 45 % der gesamten Polypeptidkette des ORF 72r-Proteins
dar. Diese Wiederholungsmotive haben ein periodisches Auftreten von insgesamt 15
Cysteinresten in Abständen von vier bis acht Aminosäuren zur Folge. Wie in Abbildung 28 zu
sehen ist, treten die Cysteinreste im Durchschnitt alle sieben Aminosäuren auf. Vor 11 stark
konservierten Prolin- und Alanin-reichen Sequenzwiederholungen befinden sich drei Motive
(NVMPAAC, STPVAAC, SATAVVC), die homolog zu diesen konservierten
Sequenzabschnitten sind. Weitere zwei sequenzverwandte Kopien schließen sich direkt an das
elfte verkürzte Wiederholungsmotiv an: PPSTRQC, PPAPPLP.
121    PAAAPAC
128    P-PAPAC
134    PAPAPAC
141    PAPAATC
148    PAPAAPC
155  PAPAPAPAC




194      PAPAC
Abb. 28
Alignment der 11 Prolin- und Alanin-
reichen konservierten unvollständigen
Sequenzwiederholungen in gpORF72r
aus PPVO NZ2. Die Position des
ersten Aminosäurerests eines jeden
Wiederholungsmotivs ist angegeben
und die Aminosäuren sind im
Einbuchstabencode dargestellt.
Der offene Leserahmen ORF 23r kodiert im Gegensatz zu ORF 71r und ORF 72r nicht für ein
Homolog der typischen Strukturproteine des Vaccinia-Virus. Die Analyse der Aminosäure-
sequenz ergab Sequenzhomologie mit dem Vaccinia-Protein gpIL1. Im Vaccinia-Viruscore
sind ungefähr 700 Kopien dieses Proteins eingeschlossen. Funktionelle Untersuchungen
ergaben, dass gpIL1 für die späte Phase der Virusmorphogenese benötigt wird (Klemperer et
al., 1997).
Mit Hilfe einer computergestützten Analyse der Aminosäuresequenz von gpORF23r aus
PPVO NZ2 wurden das Molekulargewicht mit 35 kDa und der pI-Wert mit 6,2 bestimmt. Die
Größe des ORF 23r-Proteins stimmt mit der des Vaccinia-Proteins gpIL1 überein (Klemperer
et al., 1997). Am N-Terminus (Pos. 72-76) des Genprodukts von ORF 23r ist ein potenzielles
internes Myristylierungsmotiv (RXGVLAS) vorhanden. Der an Position 70 befindliche
Argininrest könnte das Substrat für die Myristyltransferase sein.
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                       *      *  *   *  **          *** *      ***        *** **
Variola     gpI1L    1 MVEFEDQLVFNSISARALKAYFTAKINEMVDELVTRKCPQKKKSQAKKPEVRIPVDLVKS
Sheeppox    gp39     1 MADNDDQLVLNSISARALKIFFTSKINDIVDELVTKKYPQKKKSLAKRIETRIPIDLIRE
Myxoma      gp38L    1 MADTEDQLILNSISARALKNYFTSKINNMVDELVAKKYPQKKKTPVRRLDTRIPIDLIKH
Rab_fibroma gp38L    1 MADTDDQLILNSISARALKNYFTSKINNMVDELVAKKYPQKKKSPVRRLDTRIPIDLIKS
Vaccinia    gpI1L    1 MAEFEDQLVFNSISARALKAYFTAKINEMVDELVTRKCPQKKKSQAKKPEVRIPVDLVKS
MCV         gp44L    1 ME--GDQLVLNSISAKALKAYLCQRLCEIVDEMVTRKAAPKKKQQTKKPEVRIPVDLIKP
PPVO NZ2 gpORF23r    1 MED--ERLIFNKVNANVLKAYLCSRISDIVDEMVDRRHLQKKKSVARRVEMRIPVDLLHA
                        *   * *  *  * *  *  * ****      ***       *     *  **
Variola     gpI1L   61 SFVKKFGLCNYG-GILISLINSLVENNFFT-KNGKLDDTGKKELVLTDVEKRILNTVDKS
Sheeppox    gp39    61 DFVKRFKLDNYKNGILSTLINSLVENNYFS-KDGKLNDDAINELVINDIEKKILEKISKS
Myxoma      gp38L   61 EFVKKFKLDTYTNGILSVLINSLVENNYFS-KDGKLNDDAQEDLILNDVEKKILSRIPKE
Rab_fibroma gp38L   61 EFVKKFKLDTYTNGILSVLINSLVENNYFS-KDGKLNDDAQQDLILNDVEKKILSKIPKD
Vaccinia    gpI1L   61 SFVKKFGLCNYG-GILISLINSLVENNFFT-KDGKLDDTGKKELVLTDVEKRILNTIDKS
MCV         gp44L   59 EFAARFGLHGYRDGVLASLIVSLVENNYFE--AGKLKPGEHPELVILDIEREILARVPPE
PPVO NZ2 gpORF23r   59 PFVQEFALGAYRDGVLASLVSSIVENNFFSPDDGKLVDGAERVLILTPLETRILGCVPRE
                       * * **  *** *  **             *          **              * *
Variola     gpI1L  119 SPLYIDISDVKVLAARLKRSATQFNFNGHTYHLENDKIEDLINQLVKDESIQLDEKSSIK
Sheeppox    gp39   120 SSLYIDVSDVKILSSRLKKPASFFIFNKNRYVLENDKIEELINQLAKNNDITLDEKYSVK
Myxoma      gp38L  120 SPLYIDIGDVKTLSSRLKTVAKSFTYNGHEYMLENDKIEELINQLVRNSDIVLEEKFSIK
Rab_fibroma gp38L  120 SPLYIDIGDVKTLSSRLRTVAKSFTYNDHEYTLENDKIEELINKLVRNGDIILEEKFSIK
Vaccinia    gpI1L  119 SPLYIDISDVKVLAARLKRSATQFNFNGHTYHLENDKIEDLINQLVKDESIQLDEKSSIK
MCV         gp44L  117 SALNIDVGDVKTLAARLRTSAHCFEFRGHTYFLEHDKTEEIINQLVRNGALTLDARNSVK
PPVO NZ2 gpORF23r  119 SSLYIDVSDVKALANRLKSPPSHIECGGTRYDIDARHVDDFINVVANDGLLVIDEKSSIK
                       *  *     *      *    **     **  ** **  *     *    * * *   *
Variola     gpI1L  179 DSMYVIPDELIDVLKTRSFRSPQVKDNIISSTRLYDYFTRVTKRDESSIYVILKDPRIAS
Sheeppox    gp39   180 DNVYILSDQLLEVLKSRLFKCPQVKDNLISKTRLYDYFNRITKQEESKIYVILKDKKIAD
Myxoma      gp38L  180 DSVYTVSDELLDVLKSRLFRCPQVKDNMISKTRLYDYFTRVTKHEESKIYVILKDKRIAD
Rab_fibroma gp38L  180 DSVYTIPDELLDVLKSRLFRCPQIKDNMISKTRLYDYFTRVTKHEESKIYVILKDKRIAD
Vaccinia    gpI1L  179 DSMYVIPDELIDVLKTRLFRSPQVKDNIISRTRLYDYFTRVTKRDESSIYVILKDPRIAS
MCV         gp44L  177 DSFYTISDELLDVLRARLFRCPQVKDNTISRTRLYDYLIRMTKPDESRLYVILRDARLAE
PPVO NZ2 gpORF23r  179 DSMYVVDEELLCAMRRRFMRSPQISQGLISRSRLHDYLMRSMTREEQKIFVALKDAESAD
                        *   *     * * *   *        *  *       *      *  *    *   *
Variola     gpI1L  239 ILSLETVEMGAFMYTKHSMLTNAISSEVDRYSEKFQESFYEDIAEFVEENERVDVSRVVE
Sheeppox    gp39   240 ILGIDTIKIGSFIYTKHSMLMNSISSNVDRYSKKFQESFYEKISEFVKDNEKVNVSKVVE
Myxoma      gp38L  240 ILSIDTIELGSFIYTKYSMLVNTIASNVDRYSKRFQEKFYESISEFVKDNEKINVSKVVE
Rab_fibroma gp38L  240 ILCIDTIELGSFIYTKYSMLINAIASNVDRYSKRFQEKFYESISEFVKDNEKINVSKVVE
Vaccinia    gpI1L  239 ILSLETVKMGAFMYTKHSMLTNAISSRVDRYSKKFQESFYEDIAEFVKENERVNVSRVVE
MCV         gp44L  237 LLDIETVTVNHFVYTKHSLLVASVSAHVDKYSKRFGDAFYQGIAEYVKDNEKINVAKVVD
PPVO NZ2 gpORF23r  239 VLGLETVCLGDFVYAKHTALVSALSASLDRCSKRMHDDVYARLAHLVPDNTRMNVSKLVE
                        *                    *
Variola     gpI1L  299 CLTVPNITISSN-A--------E
Sheeppox    gp39   300 CLITPNIVLDAKLT--------E
Myxoma      gp38L  300 CLIVPSITMEL-VQ--------E
Rab_fibroma gp38L  300 CLIVPSITMES-IQ--------E
Vaccinia    gpI1L  299 CLTVPNITISSN-A--------E
MCV         gp44L  297 YLTVSTVK-CAALE--------E
PPVO NZ2 gpORF23r  299 SLTVQSTRMELGSGLSPSPCGGE
Abb. 29
Multiples Alignment von homologen Proteinen verschiedener Chordopoxvirinae und ORF 23r aus PPVO NZ2.
Die Sequenzinformationen der Variola-, Sheeppox-, Myxoma-, Rabbit fibroma-, Vaccinia-, und Molluscum
contagiosum-Viren (MCV) stammen aus Genbankeinträgen der NCBI. Neben dem Namen des Pocken-Virus
befindet sich die Bezeichnung des jeweiligen Genprodukts gefolgt von der Positionsangabe der ersten
Aminosäure einer Zeile. Aminosäuren, die an einer Position bei mehr als 50 % der dargestellten Sequenzen
auftreten, sind schwarz unterlegt. Graue Boxen symbolisieren Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften.
Vollständig konservierte Aminosäurereste sind mit (*) gekennzeichnet. Das Myristylierungsmotiv ist rot
umrahmt und der N-terminal gelegene Argininrest rot unterlegt und mit einem Pfeil gekennzeichnet. Für die
Darstellung der Aminosäuren wurde der Einbuchstabencode verwendet.
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3.4.2 Analyse der immunstimulatorischen Wirkung im Aujeszky Maus Modell
Im Aujeszky Maus Modell sollte das im Baculo-Virussystem exprimierte Protein bv-ORF23r
aus PPVO NZ2 auf seine immunstimulatorische Wirkung untersucht werden. Das
aufgereinigte Protein wurde alleine und in Kombination mit Vaccinia Lister-Virus bzw.
bovinem Herpes-Virus-1 appliziert.


















Immunstimulatorische Wirkung des im Baculo-Virussystem exprimierten Proteins bv-ORF23r im Aujeszky
Maus Modell. Das in PBS/CHAPS gelöste Protein wurde mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf die gewünschte Protein-
konzentration verdünnt und 0,2 ml pro Maus appliziert. Alle angegebenen Proteinmengen wurden jeweils einmal
getestet. (Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe n=10)
In keiner der verwendeten Proteinkonzentrationen erzielte das bv-ORF23r-Protein einen
signifikanten Wirkungsindex. Die Tiere, die vor der Belastung mit PRV Baypamune® (25 µg
Gesamtprotein) erhalten hatten, waren vor der tödlichen Infektion geschützt.
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3.4.2.2 Wirkungsanalyse des im Baculo-Virussystem exprimierten Proteins bv-ORF23r in
Kombination mit Vaccinia Lister-Virus
Auch das in Insektenzellen exprimierte Protein bv-ORF23r konnte keinen signifikanten
Schutz in den getesteten Konzentrationen bewirken (vgl. Kap. 3.2.2.4). Um festzustellen, ob
eine Kombination von Parapox ovis- und Vaccinia-Proteinen, wie sie in den VVOV-Rekom-
binanten vorliegt, für die immunstimulatorische Wirkung notwendig ist, wurde bv-ORF23r
zusammen mit Vaccinia Lister appliziert. Dabei ist Vaccinia in einer Konzentration von
106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten zusammen mit 2,5 µg, 250 ng und 25 ng Protein eingesetzt
worden. Eine Gruppe von Mäusen erhielt Vaccinia Lister-Virus in der oben genannten
Konzentration ohne Protein. In dieser Kontrollgruppe konnte kein signifikanter immun-
stimulatorischer Effekt festgestellt werden. Die kombinierte Gabe von Vaccinia Lister und
2,5 µg von bv-ORF23r zeigte ebenfalls keine signifikante Wirkung. Eine Applikation von
250 ng bzw. 25 ng des PPVO Proteins in Verbindung mit 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten
des Vaccinia Lister-Virus erzielten einen wirksamen Schutz vor der Pseudorabies-Infektion.


















log TCID50/ml Proteinmenge pro Maus
Abb. 31
Immunstimulatorische Wirkung des im Baculo-Virussystem exprimierten Proteins bv-ORF23r in Kombination
mit Vaccinia Lister im Aujeszky Maus Modell. Das in PBS gelöste Protein wurde mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf
die gewünschte Proteinkonzentration verdünnt. Anschließend wurde die Proteinlösung durch Zugabe von
Vaccinia Lister Virus auf eine Endkonzentration von 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten eingestellt und 0,2 ml
pro Maus appliziert. Es sind jeweils die arithmetischen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen als
Fehlerbalken angegeben. (Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe n=10; Anzahl der Versuche n=2)
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3.4.2.3 Wirkungsanalyse des im Baculo-Virussystem exprimierten Proteins bv-ORF23r in
Kombination mit bovinem Herpes-Virus-1 (BHV-1)
Um die Frage zu beantworten, ob Vaccinia Lister-spezifische Faktoren für die Wirkung der
Kombination aus aufgereinigten bv-Proteinen und Vaccinia-Virus verantwortlich sind, wurde
die in Kapitel 3.4.2.2 beschriebene Versuchsserie parallel mit Vaccinia Lister und BHV-1
durchgeführt. In Vorversuchen konnte für BHV-1 keine signifikante immunstimulatorische
Wirkung nachgewiesen werden. Zum direkten Vergleich wurden jeweils 2,5 µg, 250 ng und
25 ng bv-ORF23r mit 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten Vaccinia Lister-Virus bzw. BHV-1
im Aujeszky Maus Modell untersucht.
In allen Gruppen, die eine Kombination aus bv-ORF23r und Vaccinia Lister erhalten hatten,
konnte eine signifikante Wirkung festgestellt werden. Den stärksten immunstimulatorischen
Effekt zeigte die Applikation von 25 ng bv-ORF23r und 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten
Vaccinia Lister-Virus. Dagegen vermittelte keine der Kombinationen von bv-ORF23r und
BHV-1 eine signifikante Wirkung. Die Tiere in den Kontrollgruppen waren erwartungsgemäß
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Abb. 32
Immunstimulatorische Wirkung des im Baculo-Virussystem exprimierten Proteins bv-ORF23r in Kombination
mit bovinem Herpes-Virus-1 (BHV-1) im Aujeszky Maus Modell. Das in PBS gelöste Protein wurde mit NaCl-
Lösung (0,9 %) auf die gewünschte Proteinkonzentration verdünnt. Anschließend wurde die Proteinlösung durch
Zugabe von BHV-1 auf eine Endkonzentration von 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten eingestellt und 0,2 ml pro
Maus appliziert. Es sind jeweils die arithmetischen Mittelwerte sowie die Standardabweichungen als
Fehlerbalken angegeben. (Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe n=10; Anzahl der Versuche n=2)
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3.5 Untersuchung sonstiger Proteine
3.5.1 Bioinformatische Analyse von ORF 24r und ORF 74r
Die letzte Gruppe der Kandidatenliste aus Kapitel 3.1.3 wird von offenen Leserahmen
gebildet, deren potenzielle Funktion durch Sequenzvergleich mit Gendatenbanken nicht näher
bestimmt werden konnte. Es wurden zwar homologe ORFs in verwandten Pockenviren
gefunden, jedoch konnte diesen bis heute keine Funktion im viralen Infektionszyklus
zugeordnet werden.
                       *  **   ** *      *   *   *  *
Variola      gpI2L   1 MDKLYAAIFGVFMGSPEDDLTDFIEIVKSVLSDEKTVTSTNNTGCWGW-YWLIIIFFIVL
Sheeppox     gp40    1 MDKLYSAIFGVFMSSSDDDFNNFINVVKSVL-NNENYNKKTKKSFL-R-NYLIIGLVTIV
Myxoma       gp39L   1 MDKLYTALFGVFMTSTDDDFNNFIEVVKSVLTDKPSYMPGISKGTT-W-WLVIIAVAVVM
Rab_fibroma  gp39L   1 MDRLYTALFGVFMTSTDDDFNNFIEVVKSVLTDKKSYTSGISNGTR-W-WLVIITVVMVI
Vaccinia     gpI2L   1 MDKLYAAIFGVFMGSPEDDLTDFIEIVKSVLSDEKTVTSTNNTGCWGW-YWLIIIFFIVL
MCV          gp45L   1 MERLYAGIFGVFMTTPEDDFEEFLEVVQAVLTDSPRAARRAPRA----QSLLLFVLFAAL
PPVO NZ2  gpORF24r   1 MDKLYTGVFGSFLSNSDEDFEEFLNIVRTVMTEKPACDRPKGVP---WTTVFLIGLIAAA
                               ***
Variola      gpI2L  60 ILLLLIYLYLKVVW--
Sheeppox     gp40   58 FVIIFIIFYLKVIK--
Myxoma       gp39L  59 CLVFFLMMYLKAIRRN
Rab_fibroma  gp39L  59 CLVFFLTMYLKVTRRN
Vaccinia     gpI2L  60 ILLLLIYLYLKVVW--
MCV          gp45L  57 LAAILLFLYLKLARRK
PPVO NZ2  gpORF24r  58 IGVLLCFHYLKLV---
Abb. 33
Multiples Alignment von homologen Proteinen verschiedener Chordopoxvirinae und gpORF24r aus PPVO NZ2.
Die Sequenzinformationen der Variola-, Sheeppox-, Myxoma-, Rabbit fibroma-, Vaccinia-, und Molluscum
contagiosum-Viren (MCV) stammen aus Genbankeinträgen der NCBI. Neben dem Namen des Pocken-Virus
befindet sich die Bezeichnung des jeweiligen Genprodukts gefolgt von der Positionsangabe der ersten
Aminosäure einer Zeile. Aminosäuren, die an einer Position bei mehr als 50 % der dargestellten Sequenzen
auftreten, sind schwarz unterlegt. Graue Boxen symbolisieren Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften.
Vollständig konservierte Aminosäurereste sind mit (*) gekennzeichnet. Am C-Terminus ist der putative
Transmembranbereich durch eine schwarze horizontale Klammer hervorgehoben und entsprechend bezeichnet.
Die vier Myristylierungsmotive sind rot umrahmt. N-termial lokalisierte Acylierungstellen (R, K) sind rot
unterlegt und mit Pfeilen gekennzeichnet. Für die Darstellung der Aminosäuren wurde der Einbuchstabencode
verwendet.
Homologe des von ORF 24r abgeleiteten Proteins sind in verschiedenen Chordopoxvirinae zu
finden. gpORF4r ist unter anderem mit dem von Vaccinia kodierten I1L-Protein sequenz-
verwandt. Aus der Aminosäuresequenz von gpORF24r wurde mittels Computeranalyse ein
Molekulargewicht von 7,8 kDa ermittelt. Die Berechnung des pI ergab einen Wert von 5,0.
An den Positionen 45-67 des C-Terminus der Polypeptidkette sind mehrere hydrophobe
Aminosäurereste lokalisiert, die möglicherweise eine Transmembranhelix bilden. Außerdem




ferase. Drei dieser Motive folgen unmittelbar am C-Terminus aufeinander (GVPWT, GLIAA,
GVLLC). Zwischen diesen Motiven befinden sich jedoch keine Arginin- und Lysinreste.
Daher kommen nur vor dem ersten Motiv gelegene Aminosäurereste als Acylierungsziele in
Frage (Abb. 33).
Die Sequenz im Bereich des Translationsstarts von ORF 24r lässt darauf schließen, dass auch
dieser offene Leserahmen spät im viralen Infektionszyklus transkribiert wird. Es wurde ein
TAATG Promotormotiv und eine A/T-reiche Region von insgesamt 20 Nukleotiden
stromaufwärts dieses Motivs entdeckt.
Im Gegensatz dazu gehört der offene Leserahmen ORF 74r vermutlich zu den früh
transkribierten Genen. Es konnten keine typischen Promotormotive eines späten Gens
gefunden werden. Stattdessen ist ungefähr 100 Basenpaare stromabwärts des Stopcodons ein
T5NT-Motiv vorhanden. Dieses Heptanukleotid wurde bei frühen Genen als Stoppsignal der
RNA-Polymerase nachgewiesen (Fleming et al., 1991). Eine potenzielle Promotorstruktur
liegt in Form eines A/T-reichen Sequenzabschnitts von 29 Nukleotiden stromaufwärts des
Startcodons vor.
                       **     *  *   *   *   *           *        * **
Variola      gpA6L   1 MDKLRVLYDEFVTISKDNLERETGLSASDVDMDFDLNIFMTLVPVLEKKVC-VITPTIED
Sheeppox     gp93    1 MDKLRTLYYDFFNISKKYLEKETNALTSDPNFELDVSILMNLVPVLEKKISSTISVLTKD
Myxoma       gp95L   1 MDKLKVLYEDFYRISRLYLEKETQSTTLAPDFDVDVSIFMNLVPVLEQKVVP-VNADISD
Rab_fibroma  gp95L   1 MDKLKVLYEDFYRISKLYLEKETQSTTLAPDFDVDVSVFMNLVPVLEQKVVP-VNADIED
Vaccinia     gpA6L   1 MDKLRVLYDEFVTISKDNLERETGLSASDVDMDFDLNIFMTLVPVLEKKVC-AITPTIED
MCV         gp109L   1 MDRFRALYGEFCRLSVEHLERETGTRADAVDVDVDVDTMLSLLPILERKVCALHAA--SD
PPVO NZ2  gpORF74r   1 MDRLRTCYERFYDISRDHLSRGTGLCVDCLDFDTDVDTLVSMVPVLESSVCP-IAPEMSE
                             **   *   ***** * ** ** **          *   *   *   *** * *
Variola      gpA6L  60 DKIVTMMKYCSYQSFSFWFLKSGAVVKSVYNKLD-DAEKEKFVATFKDMLLNVQTLISLN
Sheeppox     gp93   61 EDIILMMKYCNYKLFSFWFLKSDAVVKSVYNKLELENEKERFKTIFKDMLINVQTLISIN
Myxoma       gp95L  60 DDVLRMMKYCNYKLFSFWFLKSNAVVKSVYNKLETEDEQRTFTKLFKDILTNVQTLISIN
Rab_fibroma  gp95L  60 DDVLRMMKYCNYKLFSFWFLKSNAVVKSVYNKLETDDEKRNFTKLFRGILTNVQTLISIN
Vaccinia     gpA6L  60 DKIVTMMKYCSYQSFSFWFLKSGAVVKSVYNKLD-DVEKEKFVATFRDMLLNVQTLISLN
MCV         gp109L  59 EQLLLFMKYFNYKVLSFWFLRSDAVVKSLYNRLQDEPARAHFRELFRALLASTQTLVSLN
PPVO NZ2  gpORF74r  60 ADVLALMKHFNYQALSFWFLKSNAVAKSVYNSITDAEEKREFARVFRDVLLAAQTLVSLN
                        **     **  *  *****                   *     *     **  *****
Variola      gpA6L 119 SMYTRLRQDTEDIVSDSKKIMEIVSHLRASTTENAAYQVLQQNNSFIISTLNKILSDENY
Sheeppox     gp93  121 NMYINLKQDTAEIVSDSKKIIDIINQIKNTNCESSAYKLLQNNHSFIVKTINKILSDENY
Myxoma       gp95L 120 NMYNNIKQDTADIVSDSKKIIDIVHQIRNANCESSAYKLLQTNYNFIVKTINKILSDENY
Rab_fibroma  gp95L 120 NMYNNIKQDTVDIVSDSKKIIDIVNQIKNANCESSAYKLLQTNYNFIVKTINKILSDENY
Vaccinia     gpA6L 119 SMYTRLRQDTEDIVSDSKKIMEIVSHLRASTTENAAYQVLQQNNSFIISTLNKILSDENY
MCV         gp109L 119 AMYRNIKQDTADIIADSKKILEIVAQVRATTCEQQAYRLLSSNYNFLVKTANKVLSDENY
PPVO NZ2  gpORF74r 120 AMYRNMRNDTEEIIDDSKKIMEMISHVRGASGANAVMKILQSHYSFLVKCLNKVFSDENY
                        **  * *   *        **      * *    ** *                    *
Variola      gpA6L 179 LLKIIAVFDSKLISEKETLNEYKQLYTISSESLVYGIRCVSNLDISSVQLSNN--KYVLF
Sheeppox     gp93  181 LLKIIAVFDSKLLTDKSKLTEYREIFTISTESIIHGIKCISDLEISTIDVDNN--KYIMF
Myxoma       gp95L 180 LLKIIAVFDSKLVTDKDKLTEYREIFTISTESIIHGIRCISELDIPTIEVENN--KYIAF
Rab_fibroma  gp95L 180 LLKIIAVFDSKLVTDKDKLTEYREIFTISTESIIYGIRCISDLDIPTIEVENN--KYVAF
Vaccinia     gpA6L 179 LLKIIAVFDSKLISEKETLNEYKQLYTISSESLVYGIRCVSNLDISSVQLSNN--KYVLF
MCV         gp109L 179 LLKLIALFNTELVQDRERMEEYRELFSLSAENAVHGIRCMCDVSVEAVDFAGSR--YSAF
PPVO NZ2  gpORF74r 180 VLKLVAVFDNSLMTDKQKLKEYQELLRVSAESAEHGIRCVSDLEVGSVSVEGDRAKYLAF
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                                 **        *     * *         *            *     *
Variola      gpA6L 237 VKKMLPKIILFQNNDINAQQFANVISKIYTLIYRQLTSNVDVGCLLTDTIESTKTKISVE
Sheeppox     gp93  239 FKKILGTVILFQNNDLNSQKFIYIVAKLYSLINQQFKTNPNVGYLLTDVLDSIKTKISID
Myxoma       gp95L 238 FKKILGTVILFQNNDLNSQKFIQAVSKLYVLIYQQFKTNPEVAYLLTDVLDSVKTKVSID
Rab_fibroma  gp95L 238 FKKIMGTVILFQNNDLNPQKFIHAVSKLYVLIHQQFKTNPEVAYLLTDVLDSIKTKISVD
Vaccinia     gpA6L 237 VKKMLPKIILFQNNDINAQQFANVISKIYTLIYRQLTSNVDVGCLLTDTIESAKTKISVE
MCV         gp109L 237 FRRVLSNVLLFQTHGLNAQRFVQIVSKLYTLIHSELTQNAALAEMLSAVLDSIKDRLSVD
PPVO NZ2  gpORF74r 240 MKKVMSSMLVFQNKDLKPAKFATVVCKLYVVLYNEFKTNVEIGKLVRDVFVSLREKFSPQ
                            *  * * *          *      *    *       *
Variola      gpA6L 297 KFKQTGINNVQSLIKFISDNKKEYKTIISEEYLSKEDRIITILQNIVNEHDIKYDNNLLN
Sheeppox     gp93  299 DIKQKGVNNLQSLIRFISDNKSSYKSILSEEYIKREGEIIDILQNISNESKIEYCGKIID
Myxoma       gp95L 298 EIKQKGINNLQSLIKFISDNKTSYKAILSDEYTKRENSIIDILQSISEENRIEHGGNVIN
Rab_fibroma  gp95L 298 EIKQKGVNNLQSLIKFISDNKTSYKVILSDEYTKREDSIIDILQSISEENRIEHGGKVIN
Vaccinia     gpA6L 297 KIKQTGINNVQSLIKFISDNKKEYKTIISEEYLSKEDRIITILQDIVNEHDIKYDNKLLN
MCV         gp109L 297 ELRQHGVRNLQSLVRYIASRREFYRELLLGEWRAREDTLVHLLQEIVTRNGVQFRESPVD
PPVO NZ2  gpORF74r 300 DLKSVGVKNIQTLVRYVANHRALYKEVLAREYWEREGSLVDIAQSVISENGITYCGRPIV
Variola      gpA6L 357 MRDLIVTFRERY-
Sheeppox     gp93  359 IRKLIKITKDRFF
Myxoma       gp95L 358 IRYLIDITKNRFF
Rab_fibroma  gp95L 358 IRYLIDITKNRFF
Vaccinia     gpA6L 357 MRDLIVTFRERY-
MCV         gp109L 357 VAAVLRALKEQVF
PPVO NZ2  gpORF74r 360 VRELLDMIKEKIA
Abb. 34
Multiples Alignment von homologen Proteinen verschiedener Chordopoxvirinae und gpORF74r aus PPVO NZ2.
Die Sequenzinformationen der Variola-, Sheeppox-, Myxoma-, Rabbit fibroma-, Vaccinia-, und Molluscum
contagiosum-Viren (MCV) stammen aus Genbankeinträgen der NCBI. Neben dem Namen des Pocken-Virus
befindet sich die Bezeichnung des jeweiligen Genprodukts gefolgt von der Positionsangabe der ersten
Aminosäure einer Zeile. Aminosäuren, die an einer Position bei mehr als 50 % der dargestellten Sequenzen
auftreten, sind schwarz unterlegt. Graue Boxen symbolisieren Aminosäuren mit ähnlichen Eigenschaften.
Vollständig konservierte Aminosäurereste sind mit (*) gekennzeichnet. Die drei Myristylierungsmotive sind rot
umrahmt. N-termial lokalisierte Acylierungstellen (R, K) sind rot unterlegt und mit Pfeilen gekennzeichnet. Für
die Darstellung der Aminosäuren wurde der Einbuchstabencode verwendet.
Das Genprodukt von ORF 74r ist zu dem Vaccinia-Virus-Protein gpA6L homolog. gpORF74r
hat ein Molekulargewicht von 43 kDa und der isoelektrische Punkt liegt bei 6,4. In der Poly-
peptidkette des PPVO NZ2-Proteins wurden drei putative interne Myristylierungsstellen
identifiziert. N-terminal dieser Motive (R(X)4RGTGLC, KK(X)8GASGA, R(X)15GITYCG)
kommen verschiedene Arginin- und Lysinreste vor, die mögliche Akzeptorstellen der
Myristylsäurereste sein könnten (Abb.).
3.5.2 Analyse der immunstimulatorischen Wirkung im Aujeszky Maus Modell
Zur Bestimmung der immunstimulatorischen Wirkung des Genprodukts von ORF 74r wurde
der offene Leserahmen im Baculo-Virussystem exprimiert und das Protein bv-ORF74r
anschließend im Aujeszky Maus Modell getestet. Es sollte die Wirkung von bv-ORF74r
sowohl ohne als auch mit zugesetztem Vaccinia Lister-Virus überprüft werden.
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3.5.2.1 Wirkung von bv-ORF74r exprimiert im Baculo-Virussystem
Keine der getesteten Proteinmengen von bv-ORF74r aus PPVO NZ2 vermittelte einen
wirksamen Schutz der Tiere. Eine prophylaktische Gabe von Baypamune® (25 µg Gesamt-


















Immunstimulatorische Wirkung des im Baculo-Virussystem exprimierten Proteins bv-ORF74r im Aujeszky
Maus Modell. Das in PBS gelöste Protein wurde mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf die gewünschte Protein-
konzentration verdünnt und 0,2 ml pro Maus appliziert. Alle angegebenen Proteinmengen wurden jeweils einmal
getestet. (Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe n=10)
3.5.2.2 Wirkungsanalyse des im Baculo-Virussystem exprimierten Proteins bv-ORF74r in
Kombination mit Vaccinia Lister-Virus
Da kein wirksamer Schutz der Tiere durch die oben genannten Proteinmengen von bv-
ORF74r erzielt werden konnte, wurden Kombinationen von Vaccinia Lister und bv-ORF74r
verwendet. Wie sich in vorherigen Versuchen (vgl. Kap. 3.2.2.4 und 3.4.2.2) gezeigt hatte,
war es möglich, durch Applikation von Protein und Virus eine signifikante Wirkung im
Aujeszky Maus Modell zu erreichen. 106,0 TCID50/ml Titeräquivalente des Vaccinia Lister-
Virus wurden zusammen mit drei verschiedenen Proteinkonzentrationen von bv-ORF74r auf
ihre immunstimulatorische Wirkung hin untersucht. Als Kontrolle dienten Mäuse, die nur mit
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Vaccinia Lister behandelt worden waren. Die Untersuchungen ergaben, dass 2,5 µg und
250 ng von bv-ORF74 in Kombination mit Vaccinia Lister-Virus in einer Konzentration von
106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten keine signifikante Immunstimulation induzieren. Dagegen
konnten 25 ng des PPVO-Proteins zusammen mit Vaccinia Lister einen Wirkungsindex >57%
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Abb. 36
Immunstimulatorische Wirkung des im Baculo-Virussystem exprimierten Proteins bv-ORF74 in Kombination
mit Vaccinia Lister im Aujeszky Maus Modell. Das in PBS gelöste Protein wurde mit NaCl-Lösung (0,9 %) auf
die gewünschte Proteinkonzentration verdünnt. Anschließend wurde die Proteinlösung durch Zugabe von
Vaccinia Lister Virus auf eine Endkonzentration von 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten eingestellt und 0,2 ml
pro Maus appliziert. Es sind die arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichungen als Fehlerbalken




Die Untersuchungen im Aujeszky Maus Modell haben gezeigt, dass ansonsten unwirksame
inaktivierte Vaccinia Lister-Viren durch die Integration einzelner offener Leserahmen des
PPVO-Stamms NZ2 in der Lage sind, die Tiere vor der tödlichen Infektion mit Pseudorabies-
Virus zu schützen. Die immunstimulatorisch wirksamen Single ORF-VVOV Rekombinanten
SO 93, SO 94, SO 19 und SO 70 sind in Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen in weiteren
Modellsystemen analysiert worden. Dabei wurde für zwei der vier SO-VVOVs eine Wirkung
in allen drei Modellsystemen nachgewiesen. SO 94- und SO 19-VVOV konnten sowohl die
Produktion von IFN-_ in humanen Vollblutkulturen induzieren als auch die virale Last in












SO 93-VVOV + + -
SO 94-VVOV +    + 2) +
SO 19-VVOV + + +
SO 70-VVOV                    + 1) - +
Tab. 11
Immunstimulatorischer Effekt hitzeinaktivierter SO-VVOV Rekombinanten in drei verschiedenen Modell-
systemen. Die vier Rekombinanten wurden auf ihre Wirksamkeit im Aujeszky Maus Modell, die Fähigkeit IFN-γ
in humanen Vollblutkulturen zu induzieren und die antivirale Wirkung in transgenen HBV-Mäusen untersucht.
1) Die von SO 70-VVOV im Aujeszky Maus Modell erzielten Wirkungsindizes wiesen die stärkste Streuung auf.
2) Die stärkste IFN-γ-Induktion wurde durch SO 94-VVOV ausgelöst (Prof. Dr. H. D. Volk, Charité, Berlin,
persönliche Mitteilung; Prof. Dr. P. Knolle, Dr. A. Limmer, Universität Bonn, vormals Zentrum für Molekulare
Biologie der Universität Heidelberg, ZMBH, persönliche Mitteilung).
Dagegen sind SO 93- und SO 70-VVOV in nur zwei der Modellsysteme immunstimulatorisch
aktiv: So besitzt die Rekombinante SO 93-VVOV zwar die Fähigkeit, IFN-_ in humanem
Vollblut zu induzieren, vermag jedoch keine Titerreduktion im HBV Maus Modell herbei zu
führen. SO 70-VVOV bewirkt eine signifikante Reduktion des HBV-Titers, induziert aber
keine Produktion von IFN-_ in humanem Vollblut (Abb.). Im Gegensatz zu den immun-
stimulatorisch aktiven VVOV Rekombinanten (Friederichs, 2001) ist keine der getesteten SO-
VVOV Rekombinanten in der Lage, die Expression von TNF-α in humanen Vollblutkulturen
zu steigern (Prof. Dr. H. D. Volk, Charité, Berlin, persönliche Mitteilung).
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Die prophylaktische Applikation von heterolog exprimierten PPVO-Proteinen vermittelte im
Aujeszky Maus Modell keinen ausreichenden Schutz vor der PRV-Belastung. Weder die
aufgereinigten Proteine aus dem Baculo-Virussystem (bv-ORF93r, bv-ORF94r, bv-ORF74r,
bv-ORF23r) noch die Gesamtproteinextrakte unterschiedlicher zellulärer Fraktionen von
Schizosaccharomyces pombe (sp-ORF94r, sp-ORF19) waren immunstimulatorisch wirksam.
Erste Versuche mit den bv-Proteinen in HBV-transgenen Mäusen führten auch zu keiner
signifikanten Reduktion der viralen Partikel (Dr. A. Limmer, Universität Bonn, persönliche
Mitteilung).
Wurden die bv-Proteine jeweils zusammen mit Vaccinia Lister-Viren in einer Konzentration
von 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten als Gemisch appliziert, so zeigten Proteinmengen von
25 ng pro Tier im Aujeszky Maus Modell den stärksten immunstimulatorischen Effekt. Dies
lässt darauf schließen, dass Vaccinia Lister-spezifische Faktoren für das Auslösen einer
antiviralen Immunantwort notwendig sind. Untermauert wird diese These durch Versuche, in
denen anstelle von Vaccinia Lister das bovine Herpes-Virus-1 in Kombination mit einem bv-
Protein verwendet wurde. Keine der zusammen mit BHV-1 applizierten Proteinmengen von
bv-ORF 23r erreichte einen Wirkungsindex von ≥ 57 %.
Außerdem führt eine Frameshift-Mutation innerhalb des in SO 94mut-VVOV enthaltenen
ORF 94r nicht zum gänzlichen Verlust der immunstimulatorischen Eigenschaft. Im direkten
Vergleich mit SO 94-VVOV zeigten 106,0 TCID50/ml Titeräquivalente der Frameshift-
Mutante SO 94mut-VVOV zwar einen schwächeren immunstimulatorischen Effekt, aber
dennoch eine signifikante Wirkung. Wurde die Konzentration durch Verdünnen auf
105,5 TCID50/ml Titeräquivalente eingestellt, so konnte nur noch für SO 94 ein WI ≥ 57 %
detektiert werden.
Die Genprodukte der immunstimulatorisch aktiven SO-VVOV Rekombinanten stammen aus
den Gruppen der ATI/Fusionspeptid- und der Redoxproteine. Die unterschiedliche Wirkung
von SO 94- und SO 93-VVOV bzw. SO 19- und SO 70-VVOV in den drei Modellsystemen
wirft die Frage nach Gemeinsamkeiten und Unterschieden auf, die die unterschiedlichen
immunstimulatorischen Eigenschaften erklären könnten. Durch genaue bioinformatische
Untersuchungen der Polypeptidsequenzen und auffälliger Aminosäuremotive konnte ein
erster Einblick hinsichtlich des potenziellen Wirkmechanismus gewonnen werden.
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4.1 gpORF94r ist der potentere Immunstimulator der ATI/Fusionspeptid-
Proteine.
Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen von gpORF94r und gpORF93r des Parapox ovis-
Stamms NZ2 mit ATI-Proteinen verschiedener Vertreter der Orthopox-Viren und des
Molluscum contagiosum–Virus offenbart die größte Übereinstimmung mit dem Vaccinia-
Homolog gpA26L (gpORF94r = 20 %, gpORF93r = 17 % Sequenzidentität). Dabei
beschränkt sich die Homologie zu den ATI-Proteinen anderer Pocken-Viren auf die ersten
270-280 Aminosäuren (Kap. 3.2.1). Auch der Vergleich der Polypeptidsequenzen der PPVO
ATI/Fusionspeptid-Proteine miteinander ergab lediglich einen Homologieindex von 27 %.
Aus diesen Sequenzvergleichen auf Aminosäureebene geht bereits hervor, dass sich die ATI-
Proteine der Chordopoxvirinae beträchtlich unterscheiden. Selbst die beiden PPVO-Proteine
weisen nur einen geringen Verwandtheitsgrad auf. In Übereinstimmung mit diesem Ergebnis
wurden auch Unterschiede in der immunstimulatorischen Aktivität von SO 94- und SO 93-
VVOV nachgewiesen (vgl. Kap. 3.2.2 und Tab.).
Obwohl fast alle Spezies der Orthopox-Viren ATI-Proteine kodieren, ist nur das Kuhpocken-
Virus in der Lage zytoplasmatische „A-Typ“-Einschlusskörper („A-type inclusion bodies“) zu
bilden (Amegadzie et al., 1992). Die Isolierung der Hauptkomponente der „A-type inclusion
bodies“ (ATIs) des Kuhpocken-Virus führte zur Identifikation eines 160 kDa großen Proteins
(Patel et al., 1986). Der in diesen Versuchen verwendete Antikörper detektierte ebenfalls ein
94 kDa Protein in den Überständen Vaccinia-infizierter Zellen (Patel et al., 1986). Obwohl
zwischen dem ATI-Protein des Kuhpocken-Virus und dem 94 kDa ATI-Protein von Vaccinia-
Virus eine Identität von > 95% besteht, konnten keine typischen ATIs in Vaccinia-infizierten
Zellen nachgewiesen werden (Amegadzie et al., 1992; de Carlos und Paez, 1991). Eine
Sequenzanalyse der entsprechenden Gene enthüllte mehrere Basenaustausche und -deletionen
im ATI-Gen von Vaccinia-Virus. Aus den Deletionen resultiert eine Leserasterverschiebung,
die ein verkürztes Expressionsprodukt zur Folge hat (de Carlos und Paez, 1991).
Andere Orthopox-Viren produzieren ebenfalls verkürzte ATI-Proteine unterschiedlicher
Größe: Waschbärpocken-Virus (155 kDa), Ectromelia-Virus (130 kDa), Variola-Virus (96
kDa) und Affenpocken-Virus (92 kDa) (de Carlos und Paez, 1991). Möglicherweise stammen
auch die N-terminalen Domänen der PPVO ATI/Fusionspeptid-Proteine von stark verkürzten




Den nicht-verkürzten ATI-Genprodukten wird hingegen eine wesentliche Funktion bei der
Verpackung reifer Virionen und deren Transmission von Wirt zu Wirt zugesprochen (Bergion
und Dales, 1971). Dabei spielt die Bildung von ATIs eine wichtige Rolle. In mit Pocken-
Viren, die keine typischen ATIs produzieren, infizierten Zellen wurden weitere Formen
zytoplasmatischer Einschlusskörper identifiziert. Die sichtbaren Einschlusskörper stellen Orte
starker Virusreplikation („viral factories“) dar und werden als „B-type inclusion bodies“
(BTIs) bezeichnet (Cairns, 1960). Von den ATIs und BTIs werden kleinere irreguläre
Einschlusskörper, wie sie vom 94 kDa ATI-Protein des Vaccinia-Virus gebildet werden,
unterschieden. Expressionsanalysen der ATI-Proteine des Kuhpocken- und Vaccinia-Virus
haben ergeben, dass beide Genprodukte keine Strukturproteine sind, spät im Infektionszyklus
gebildet werden und bis zu 4 % des zellulären Gesamtproteins ausmachen (Patel et al., 1986;
de Carlos und Paez, 1991). Aufgrund der starken Expression wird eine Aggregation der ATI-
Proteine als Ursache für die Bildung dieser irregulären Einschlusskörper angenommen (Patel
et al., 1986).
Dieses Phänomen konnte auch bei der Expression der Proteine bv-ORF94r und bv-ORF93r
im Baculo-Virussystem beobachtet werden (Dr. C. Wagener und Dr. G. Orberger, Arimedes
Biotechnology GmbH, Berlin, persönliche Mitteilung). Die postulierten Promotorbereiche
von ORF 93r und ORF 94r sind zu 100 % identisch und deuten auf eine späte Expression im
Infektionszyklus von PPVO hin (Kap. 3.2.1). Es ist also davon auszugehen, dass für beide
Proteine in etwa gleiche Expressionsraten in den SO-VVOV Rekombinanten vorliegen.
Da Einschlusskörper-bildende Proteine innerhalb der Familie der Pocken-Viren weit
verbreitet sind, werden zusätzliche Aufgaben der ATI-Proteine im Infektionszyklus postuliert.
In vivo Versuche haben das 94 kDa ATI-Protein als eines der Haupt-Antigene des Vaccinia-
Virus identifiziert. Die stark immunogene Eigenschaft wird auf die Existenz von 10
Tandemrepeats in der Sequenz des ATI-Gens zurückgeführt. Vaccinia-Virusmutanten in deren
ATI-Locus diese Sequenzwiederholungen deletiert sind, konnten keine entsprechende
Antikörperantwort auslösen (de Carlos und Paez, 1991). Die Abwesenheit solcher Sequenz-
wiederholungen in ORF 94r und ORF 93r sollte für die Wirkung von gpORF94r und
gpORF93r vorteilhaft sein, da die Genprodukte vermutlich keine störende Antikörperantwort
induzieren, die deren Funktion inhibiert.
Im Gegensatz zu den N-terminalen Domänen sind die C-Termini von gpORF94r und
gpORF93r zu viralen Fusionsproteinen homolog. Die C-terminale Domäne von gpORF94r ist
im Vergleich zu den Fusionsproteinen anderer Pocken-Viren am wenigsten konserviert (Kap.
3.2.1). Mit einer Sequenzidentität von jeweils 18 % sind die Fusionspeptiddomänen von
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gpORF93r und das MCV-Genprodukt gpORF133L diesem am ähnlichsten. Der Homologie-
index zwischen der C-terminalen Domäne von gpORF93r und gp133L beträgt 36 %.
Fusionsproteine erfüllen essenzielle Aufgaben während des Eintritts umhüllter Viren in die
Wirtszelle (Hoekstra, 1990). Im Fall des Vaccinia-Virus übernimmt das A27L-Genprodukt
diese Aufgabe (Dallo et al., 1987). Mittlerweile ist das 14 kDa große Fusionsprotein (hier als
gpA27L bezeichnet, Kap. 3.2.1) eines der am besten untersuchten viralen Fusionsproteine.
Sowohl die funktionalen Domänen als auch die verschiedenen Aufgaben im Infektionszyklus
von Vaccinia sind bekannt: gpA27L agiert als Trimer und bindet über den N-Terminus an
Heparansulfat, ein auf der Zelloberfläche exponiertes Glykosaminoglykan (Chung et al.,
1998; Hsiao et al., 1998; Rodriguez et al., 1987). Das Protein ist auf „intracellular mature
virions“ (IMVs) lokalisiert und induziert die Fusion von Membranen, was sowohl die
Infektion von Zellen als auch den Austritt von „extracellular enveloped virions“ (EEVs)
ermöglicht (Rodriguez et al., 1987; Sodeik et al., 1993). Innerhalb der Polypeptidkette von
gpA27L konnten vier funktionale Domänen identifiziert werden (Vazquez et al., 1998).
Abb. 37
Schematische Darstellung der funktionalen Domänen in gpA27L (aus Vazquez und Esteban, 1999). Die
Fusionsdomäne (weißes Feld) befindet sich zwischen den Aminosäurepositionen 29 und 43. Die für den
Zellkontakt notwendige Anlagerungsdomäne (schraffiertes Feld) umfasst die Aminosäurereste 21 bis 33 und die
für die Bildung von EEVs essenziellen Aminosäuren sind zwischen den Positionen 1 und 29 lokalisiert. Die
Coiled-Coil-Domäne (schwarzes Feld) ist im Zentrum und die Ankerdomäne (kariertes Feld) am C-Terminus der
Polypeptidkette zu finden.
Durch Sequenzvergleich der C-terminalen Domänen von gpORF93r und gpORF94r mit dem
Vaccinia-Fusionsprotein gpA27L konnten homologe Sequenzbereiche an den Aminosäure-
positionen 50-107 festgestellt werden (Kap. 3.2.1, Abb. 11). In diesem Sequenzabschnitt
liegen die „Coiled-Coil“- und die „Anchoring“-Domäne des A27L-Proteins (Abb. 37). Die
Analyse beider PPVO NZ2-Genprodukte mit Hilfe des Programms JPred (Cuff et al., 1998)
lieferte jedoch weder putative „Coiled-Coil“-Motive noch „Leucin-Zipper“-ähnliche Sekun-
därstrukturen. Im Gegensatz dazu enthält gpORF95r vergleichbare Domänen.
Im Vaccinia-Genom (Stamm Copenhagen) folgen die offenen Leserahmen A25L, A26L und
A27L unmittelbar aufeinander. Die ORFs A25L und A26L kodieren beide putative ATI-
Proteine. Stromabwärts befindet sich ORF A27L, dessen Genprodukt bereits beschrieben
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wurde (Goebel et al., 1990; Johnson et al., 1993). Die ATI/Fusionspeptid-Proteine und das
10 kDa Fusionsprotein des PPVO-Stamms NZ2 werden ebenfalls von benachbarten offenen
Leserahmen (ORF 93r-ORF 95r) kodiert. Möglicherweise sind ORF 93r und 94r durch
Genduplikation entstanden, nachdem das ursprüngliche PPVO ATI-Gen mit dem
stromabwärts lokalisierten ORF 95r fusioniert ist. Ein weiteres Indiz für diese Hypothese
findet sich in der 100%igen Identität der potenziellen Promotoren von ORF 93r und ORF 94r.
gpORF93r und gpORF94r sind bislang die einzigen bekannten Genprodukte, die eine Fusion
aus viralen ATI- und Fusionsproteinen darstellen. Die funktionellen Untersuchungen in dieser
Arbeit haben erste Ergebnisse zur Aufklärung ihrer immunstimulatorischen Eigenschaften
geliefert.
Wie bereits für das Vaccinia-Fusionsprotein gpA27L beschrieben, liegt auch das 94 kDa ATI-
Protein an IMVs gebunden vor (Ulaeto et al., 1996). Da für eine genaue Lokalisierung der
ATI/Fusionspeptid-Proteine in PPVO-Virionen noch keine Antikörper zur Verfügung stehen,
wird aufgrund der konservierten Genstruktur und der bioinformatischen Ergebnisse von einer
funktionellen Verwandtschaft zu den homologen Vaccinia-Genprodukten ausgegangen. Die
Existenz zweier unterschiedlicher Domänen, deren Vaccinia-Homologe für die Aggregat-
bildung von Proteinen bzw. reifen Virionen und den Kontakt bzw. die Aufnahme des Virus in
die Wirtszelle verantwortlich sind, legt die Lokalisation von gpORF94r und gpORF93r auf
der Virusoberfläche nahe. Da Vaccinia Lister-Viren keinen signifikanten Schutz der Tiere im
Aujeszky Maus Modell induzieren und auch in den anderen vorgestellten Modellsystemen
nicht wirksam sind, müssen die PPVO-Faktoren mit dem Immunsystem des Wirts effizienter
interagieren (Friebe, 2001; Friederichs, 2001; Prof. Dr. P. Knolle, Dr. A. Limmer, Universität
Bonn, persönliche Mitteilung).
Insbesondere scheint ORF 94r, in Vaccinia Lister-Virus integriert, eine starke antivirale
Immunantwort auszulösen. Da eine PRV-Infektion in Mäusen akut und letal verläuft, spielen
vor allem die Interferone als Bestandteil der angeborenen Immunabwehr für die Kontrolle der
Infektion eine wichtige Rolle (Grob et al., 1999). Dass SO 94-VVOV tatsächlich die IFN-γ-
Expression induziert, konnte in humanem Vollblut nachgewiesen werden (Tab. 11).
Die Messung von IFNγ in humanen Vollblutkulturen erfolgt nach einer Inkubationsdauer von
72 h (Friebe, 2001). Daher kann in diesem Versuchsansatz nicht zwischen „frühem“ von NK-
Zellen und „spätem“ von CD4+ TH1-Zellen ausgeschüttetem IFN-γ unterschieden werden.
Eine Kinetik der Zytokinexpression in Mäusen ergab schon 6-12 Stunden nach Applikation
des Immunmodulators Baypamune® einen Anstieg von IFN-γ, TNF-α, IL-12, IL-15 und IL-18
(Weber et al., 1999). Die festgestellte Induktion von IL-12 deutet auf eine Aktivierung von
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NK-Zellen, den ersten Produzenten von IFN-γ im Verlauf der angeborenen Immunabwehr,
hin. Im weiteren Verlauf kann das von den NK-Zellen stammende IFN-γ unter anderem
Makrophagen aktivieren, die MHC-Antigenpräsentation erhöhen und die Differenzierung
naiver CD4+ T-Zellen zu IFN-γ-produzierenden TH1-Zellen stimulieren (Samuel, 2001).
Ein alternativer Signalweg, in dem natürliche als „IFN-α/-β-produzierende“ bzw. „plasma-
zytoide dendritische“ bezeichnete Zellen (IPCs bzw. PDCs) involviert sind, könnte ebenso zur
Induktion von IFN-γ in humanem Vollblut führen. Im Zuge der angeborenen Immunantwort
erkennen Immunzellen, wie z.B. PDCs, durch die Expression von Toll-like Rezeptoren
(TLRs) auf ihrer Oberfläche konservierte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs).
PDCs exprimieren unter anderem den Toll-like Rezeptor 7 (TLR7), dessen natürlicher Ligand
immer noch unbekannt ist (Liu et al., 2001). Mit Hilfe eines Imidazoquinolin-Derivats als
künstlichem Liganden von TLR7 wurde ein Anstieg der Produktion von IFN-α in PDCs
detektiert, was die TH1-Immunantwort fördert (Akira und Hemmi, 2003). Letztendlich kann
die Ausschüttung von IFN-γ durch die TH1-Zellen gemessen werden. Auf der Induktion
dieses typisch antiviralen Zytokinspektrums, welches die Aktivierung von TLR7 zur Folge
hat, basiert die Annahme, dass das Immunsystem von Säugern virale Strukturen über die
Bindung an TLR7 erkennt (Akira und Hemmi, 2003).
Um protektive Immunität gegen eine akute Infektion mit PRV zu erhalten, ist die Etablierung
einer CD4+-abhängigen TH1-Antwort essenziell (Bianchi et al., 1998). Beide beschriebenen
Wege der angeborenen Immunabwehr, Aktivierung von NK-Zellen bzw. TRL7 in PDCs, sind
in der Lage eine entsprechende Immunantwort zu induzieren.
Was aber sind mögliche Ursachen für eine IFN-γ-Induktion durch ein ATI/Fusionspeptid-
Protein wie gpORF94r unter Berücksichtigung der vorgeschlagenen Wirkmechanismen?
Die Voraussetzung für die Aktivierung von NK-Zellen und die Produktion von IFN-γ ist eine
Induktion von IL-12. Bekannte zelluläre Quellen dieses Interleukins sind B-Zellen und
Makrophagen (Janeway et al., 1999). Eine denkbare Funktion des PPVO NZ2-Genprodukts
gpORF94r könnte in der verbesserten Aufnahme der Rekombinanten SO 94-VVOV durch
Makrophagen sein. Der Einbau der PPVO-Komponente in Vaccinia-Virionen könnte durch
eine stärkere Wechselwirkung zwischen den viralen Partikeln zur vermehrten Aggregat-
bildung führen. Möglicherweise wirken dabei die ATI- und die Fusionspeptid-Domäne des
Proteins synergistisch. Diese Aggregate wären dann in der Lage an Oberflächenrezeptoren zu
binden, und mit Komplement (C3b) opsoniert leichter von den Immunzellen zu erkennen sein.
Da bekannt ist, dass nicht alle viralen Pathogene eine erhöhte IL-12-Produktion auslösen
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(Orange und Biron, 1996), sollte die Expressionsrate von IL-12 nach Applikation von SO 94-
VVOV mittels RT-PCR oder ELISA überprüft werden.
Alternativ könnte der Effekt von SO 94-VVOV in Zellkulturen nach NK-Zell-Depletion
untersucht werden. Sind NK-Zellen tatsächlich für die Produktion des Typ II-Interferons
verantwortlich, so dürfte keine IFN-γ-Induktion detektierbar sein. Versuche mit PPVO NZ2 in
Leberzellen deuten auf NK-Zellen als Quelle für IFN-γ hin, da nach Depletion dieser Zellen
mittels monoklonaler Antikörper (Mabs) der antivirale Effekt aufgehoben ist (Dr. A. Limmer,
Universität Bonn, persönliche Mitteilung).
Eine durch TLR7 vermittelte INF-γ-Induktion setzt voraus, dass SO 94-VVOV als Ligand des
Rezeptors seine Aktivierung auslöst. Da TLRs durch sogenannte PAMPs aktiviert werden,
kommen zwei Überlegungen in Betracht: 1) Das PPVO-Protein gpORF94r enthält mindestens
ein derartiges molekulares Motiv. 2) gpORF94r ermöglicht eine TLR-unabhängige Bindung
des Viruspartikels an die Zelloberfläche und fördert indirekt die Interaktion von PAMPs mit
dem Rezeptor.
Für die erste Hypothese spricht die Konservierung von ATI-Proteinen innerhalb der Pocken-
Virusfamilie. Falls in dieser Proteinfamilie tatsächlich PAMPs zu finden sind, würde dies die
unspezifische immunstimulatorische (paramunisierende) Wirkung von inaktivierten Pocken-
Viren erklären (Mayr et al., 1997). Da nach der Virusinaktivierung die unspezifischen
(paraspezifischen) Proteinkomplexe der Pocken-Viren überwiegen (Moss, 1996), müssten die
ATI-Proteine gemäß der aufgestellten Hypothese auch zu diesen zählen. Dagegen spricht
jedoch die Tatsache, dass das 94 kDa ATI-Protein des Vaccinia-Virus eine spezifische
Antikörperantwort auslöst und vermutlich die Infektiösität beeinflusst (de Carlos und Paez,
1991). Im Gegensatz dazu scheint gpORF94r keine PPVO NZ2-spezifische Immunreaktion
zu induzieren. Von den bislang identifizierten immundominanten PPVO NZ2-Proteinen
(Housawi et al., 1998) konnte keines dem offenen Leserahmen ORF 94r zugeordnet werden.
Aufgrund der postulierten zwei Domänen der PPVO ATI/Fusionpeptid-Proteine besitzt
ORF 94r nur partielle Homologie zu den ATI-Proteinen der Orthopox-Viren. Außerdem
finden sich in ORF 94r keine der ATI-typischen Sequenzwiederholungen (Tandemrepeats).
Alle angenommenen und beschriebenen Eigenschaften von gpORF94r aus PPVO NZ2
sprechen für seine Funktion als immunstimulatorische Komponente.
Die immunstimulatorische Eigenschaft von gpORF94r könnte jedoch auch in der Förderung
unspezifischer Protein-Protein-Wechselwirkungen bzw. der Assoziation mit Zellmembranen
liegen. Die kotranslationale Modifikation durch Acylierung mit Myristylsäure stellt eine
Möglichkeit dar, Proteinen diese Fähigkeit zu verleihen (Wilcox et al., 1987).
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Myristylierte Proteine können in membrangebundener Form, mit anderen Proteinen assoziiert
und frei im Zytosol auftreten (Chow et al., 1987; Woods et al., 1992; Ravanello und Hruby,
1994). Obwohl die Aminosäuresequenzen der ATI-Proteine des Kuhpocken- und Vaccinia-
Virus keine Erkennungssequenz der N-Myristyltransferase enthalten, konnten dennoch
gebundene Myristylreste detektiert werden. Martin et al. (1999) gelang mit der Entdeckung
interner Myristylierung eine Besonderheit der ATI-Proteine von Pocken-Viren nachzu-
weisen. Untersuchungen haben gezeigt, dass mindestens sechs Genprodukte des Vaccinia-
Virus in myristylierter Form vorliegen (Franke et al., 1989; Franke et al., 1990; Martin et al.,
1997; Grosenbach und Hruby, 1998). Bislang sind jedoch weder eine putative
Konsensussequenz noch das für die Reaktion verantwortliche Enzym bekannt (Martin et al.,
1999; Yoder et al., 2002). Die Vorläuferproteine von IL-1α und TNF-α sind die einzigen
Beispiele, deren interne Myristylierungsstellen eindeutig identifiziert worden sind. In beiden
Fällen erfolgt die Acylierungsreaktion an Lysindupletts (Stevenson et al., 1992a; Stevenson et
al., 1993b). Erst kürzlich veröffentlichte Ergebnisse haben gezeigt, dass auch mindestens
sechs verschiedene Lysin- oder Argininreste des Vaccinia-ATI-Proteins gpA26L myristyliert
sind (Yoder et al., 2002). Anhand der Konsensussequenz G-X-X-X-(S/T/A/C/N) und N-
terminal lokalisierte Lysin- bzw. Argininreste sind insgesamt zehn potenzielle Myristylie-
rungsmotive in gpORF93r und elf in gpORF94r identifiziert worden (Kap. 3.2.1).
In myristylierter Form wäre gpORF94r in der Lage die Interaktion der Rekombinanten
SO 94-VVOV mit Zelloberflächenstrukturen zu stabilisieren und die Erkennung potenzieller
PAMPs der Vaccinia-Virionen über die Bindung an TLR7 zu fördern. Dabei könnte ein durch
gpORF94r vermittelter Zusammenschluss mehrerer Virionen synergistisch wirken.
Erste Hinweise auf ein Zusammenwirken Vaccinia-und Parapox-spezifischer Faktoren haben
Versuche mit Hilfe kombinierter Applikation von heterolog exprimierten PPVO-Proteinen
und inaktivierten Vaccinia Lister-Viren ergeben. Bei allen vier untersuchten Proben zeigte
sich interessanterweise, dass eine Mischung von 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten Vaccinia
Lister-Virus und jeweils 25 ng des im Baculo-Virussystem hergestellten Proteins die stärkste
immunstimulatorische Wirkung erreichte. Geht man von 100 physikalischen Viruspartikeln
pro infektöser Einheit (Plaque) aus (Bonnet-Piro und Barban, 2000), so ergibt sich ein
molares Verhältnis von 1: 106,0 zugunsten der viralen Partikel.
Wenn gpORF94r tatsächlich an der Aggregatbildung von Vaccinia-Virionen beteiligt ist, so
stellt der millionenfache Überschuss an viralen Partikeln eine Dosis dar, in der das Protein in
Verbindung mit den Virionen das Immunsystem optimal stimuliert. Jedoch müssten auch das
Viruscoreprotein gpORF23r und das uncharakterisierte Protein gpORF74r ähnliche
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Eigenschaften besitzen, da Mischungen mit Vaccinia Lister im Aujeszky Maus Modell in
vergleichbarer Weise wirken.
Eine andere Erklärung für die Wirkung der Vaccinia/bv-Protein Mischungen könnte in der
Notwendigkeit einer partikelgebundenen Form der PPVO-Proteine liegen. Die Vaccinia-
Virionen würden hierbei eine Shuttle-Funktion übernehmen und an virale Oberflächen-
proteine, wie z.B. ATI-Proteine, gebundenen PPVO-Komponenten die Aufnahme in Zellen
ermöglichen. Diese Hypothese könnte durch eine getrennte Applikation der bv-Proteine und
Vaccinia-Viren ohne vorheriges Mischen überprüft werden.
Da der Austausch von Vaccinia Lister gegen BHV-1 zum Verlust der Wirkung führt (Kap.
3.4.2.3), scheint der beobachtete Effekt Vaccinia Lister-spezifisch zu sein. Entweder tragen
noch weitere Faktoren von Vaccinia Lister zur immunstimulatorischen Wirkung der Virus-
Proteingemische und möglicherweise auch der VVOV Rekombinanten bei, oder die Vaccinia-
Partikel transportieren Proteine auf eine besonders effiziente Art und Weise.
Dass Faktoren von Vaccinia Lister für die Induktion einer protektiven Immunantwort im
Aujeszky Maus Modell wichtig sind, belegen vergleichende Analysen von SO 94-VVOV und
der Frameshift-Mutante SO 94mut-VVOV. Obwohl auch das Überlesen des Stopcodons UGA
(Beier und Grimm, 2001) eine mögliche Ursache für den noch teilweise nachweisbaren Effekt
sein könnte, ist es vielmehr wahrscheinlich, dass Vaccinia-eigene Komponenten an der
Wirkung beteiligt sind. Als Beispiel für die Suppression eines UGA-Stopcodons in DNA-
Viren sei an dieser Stelle das 58 kDa Virionprotein von HCMV genannt, welches durch
Überlesen eines zwischen zwei ORFs gelegenen Stopcodons entsteht (Lahijani et al., 1992).
Durch Anwendung differentieller Zentrifugation könnte(n) der bzw. die Vaccinia-Faktor(en)
näher charakterisiert werden. Dies wurde bereits erfolgreich in der Analyse des PPVO-
Stamms D1701 durchgeführt. Friederichs (2001) hat auf diese Weise nachgewiesen, dass die
immunstimulatorisch aktive(n) Komponente(n) virusassoziiert vorliegt bzw. vorliegen.
Aufgrund der vielfältigen Möglichkeiten synergistischer Effekte kann nicht ausgeschlossen
werden, dass verschiedene Kaskaden der angeborenen Immunabwehr an der IFN-γ-Induktion
bzw. immunstimulatorischen Aktivität der SO-VVOV Rekombinanten beteiligt sind.
Durch gezieltes Ausschalten von Signalwegen, Depletion von NK-Zellen oder den Einsatz
gegen TLR7 gerichteter Antikörper, könnten weitere Erkenntnisse über den Wirk-
mechanismus gewonnen werden. Zudem sollten Analysen mit Knock-out Mäusen, die z.B.
keinen funktionellen TLR7 exprimieren, durchgeführt werden.
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4.2 gpORF19, ein virales Redoxprotein mit dualer Funktion?
Insbesondere Viren, die sich im reduzierenden Milieu des Zytoplasmas replizieren, sind auf
Proteine mit frei zugänglichen Thiolgruppen und hohem Oxidationspotential angewiesen.
Daher kodieren Pocken-Viren wie das Vaccinia-Virus ihre eigenen Enzyme, die Teile des
Thiol-Disulfid Metabolismus bilden und so die korrekte Faltung der viralen Proteine steuern
können (Goebel et al., 1990).
Mit gpORF19 kodiert PPVO NZ2 einen zum Vaccinia-Protein gpE10R homologen Faktor,
der zur ERV1/ALR-Proteinfamilie gehört (Kap. 3.3.1). Da Proteine aus dieser Familie in den
meisten Eukaryoten zu finden sind und E10R-Homologe in allen Vertretern der Poxviridae
vorkommen (Senkevich et al., 1997), wird den als Sulfhydryl-Oxidasen wirkenden Enzymen
eine essenzielle Funktion zugesprochen. ERV1 (Essential for Respiration and Vegetative
growth) aus Saccharomyces cerevisiae ist ein für das Überleben der Hefe notwendiger Faktor
und unter anderem an der Biogenese von Mitochondrien beteiligt (Lisowsky, 1994). Dagegen
besitzt das in Säugern identifizierte Hämatopoetin ALR (Augmenter of Liver Regeneration)
hepatoregenerative und -protektive Eigenschaften (Hagiya et al., 1994). Diese Funktion
vermittelt ALR durch die Regulation von leberresidenten NK-Zellen, die eine wichtige Rolle
bei der Regeneration von Leberzellen spielen (Francavilla et al., 1997).
Die Aminosäuresequenzen von gpORF19 des Parapox ovis-Stamms NZ2 und gpE10R aus
Vaccinia stimmen zu 62 % überein. Einen höheren Homologieindex erzielt nur das 40R-
Protein des Molluscum contagiosum-Virus mit 65 % Sequenzidentität.
In neueren Untersuchungen wurde das E10R-Protein des Vaccinia-Virus als Bestandteil einer
Redoxkette identifiziert, die vermutlich innerhalb der Poxviridae konserviert ist (Senkevich et
al., 2000). In PPVO NZ2 konnten Homologe zu allen Komponenten dieses Elektronen-
transferweges identifiziert werden (Kap. 3.3.1).
Der offene Leserahmen ORF 70r kodiert vermutlich für ein weiteres Glied der viralen
Redoxkette. gpORF70r ist ein PPVO-Homolog des A2.5L-Proteins aus Vaccinia-Virus. Die
Sequenz der Polypeptidketten stimmt zu 36 % überein. Nur das MCV-Protein gp105L weist
mit 43 % eine höhere Sequenzidentität auf. Bemerkenswert ist das in gpORF70r und
homologen Proteinen anderer Chordopoxvirinae auftretende N-terminale CXXC-Motiv. In
den entsprechenden Genprodukten von Vaccinia- und Variola-Virus sind zwischen beiden
Cysteinen drei Aminosäurereste (CXXXC) zu finden (Kap. 3.3.1). Durch das redox-aktive
Motiv üben Thioredoxine ihre Thioltransferase-Aktivität aus und regulieren durch Reduktion
und Oxidation von Cysteinresten die Funktion von Proteinen (Nakamura et al., 1997). Unter
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anderem wird Thioredoxin vom menschlichen Organismus während einer Infektion
ausgeschüttet und wirkt als Chemoattraktant auf Neutrophile, Monozyten und T-Zellen
(Bertini et al., 1999).
Das dritte Glied der Vaccinia-Redoxkette stellt das G4L-Protein dar. gpG4L übernimmt als
Thioltransferase die Aufgabe, Elektronen von viralen Membranproteinen über gpE10R auf
FAD zu übertragen. Als Folge der Reduktion von gpG4L entstehen Disulfidbrücken in den
oxidierten viralen Proteinen (White et al., 2002b).
Abb.
Komponenten der Redoxkette aus Vaccinia-Virus (aus Senkevich et al., 2002). Es findet ein Elektronentransfer
von den Membranproteinen L1R bzw. F9L (rechts) über die Redoxproteine G4L, A2.5L, E10R auf FAD und
schließlich auf O2 statt (links). Die Oxidation der Thiolgruppen in den Membranproteinen führt zur Bildung von
Disulfidbrücken. Es wird angenommen, dass die Reaktionen auf der zytoplasmatischen Seite der Membran von
IMVs ablaufen.
Mit gpORF33r besitzt Parapox ovis NZ2 ein putatives Homolog dieses Redoxproteins. Die
Aminosäuresequenz von gpORF33r zeigt 34%ige Identität zu gpG4L aus Vaccinia-Virus und
eine Sequenzübereinstimmung von 43% zu gp59L aus MCV. Vermutlich ist ein analoger
Elektronentransferweg zur Bildung von Disulfidbrücken auch in MCV konserviert.
Zusätzlich zu den beschriebenen drei ORFs, deren Genprodukte vermutlich redox-aktiv sind,
finden sich im Genom von PPVO NZ2 Homologe der Vaccinia-Membranproteine L1R bzw.
F9L. Offensichtlich sind neben den Redoxproteinen auch die Strukturproteine, die durch den
Elektronentransfer oxidiert werden, in Parapox ovis NZ2 konserviert.
Doch welche der möglichen Funktionen von gpORF19 vermittelt die immunstimulatorische
Wirkung von SO 19-VVOV?
Zelluläre Redoxproteine sind als Komponenten komplexer Elektronentransferkaskaden für die
korrekte Faltung von Proteinen sowie zum Schutz vor oxidativen und anderen Stresssignalen
essenziell. Zu den Stresssituationen, denen Zellen ausgesetzt sein können, zählen
Hitzeschock, Virusinfektionen und Störungen der Proteinfaltung im endoplasmatischen
Retikulum (ER). Eine Ursache für den sogenannten ER-Stress ist die Überladung des ER, wie
sie während einer Virusinfektion bei der Synthese viraler Membranproteine auftritt. Als
Antwort auf eine solche Überladung des ER-Lumens wird ein Signalweg („ER overload
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response“, EOR) in Gang gesetzt, der zur Expression des Transkriptionsfaktors NF-κB führt
(Pahl und Baeuerle, 1995). NF-κB aktiviert wiederum Gene des Immunsystems und induziert
so die Produktion von Interferonen und Zytokinen (Janeway et al., 1999).
Auf translationaler Ebene leitet der EOR-Signalweg die Blockade der Proteinbiosynthese ein.
Das geschieht durch die Phosphorylierung des Initiationsfaktors eIF-2α, welcher dadurch
inaktiviert wird (Kaufman, 1999). Letztendlich kann ER-Stress über die Induktion des
Transkriptionsfaktors CHOP/GADD153 sogar Apoptose auslösen (Kaufman, 1999). ER-
Stress und EOR-Kaskade verhindern auf diese Weise die Synthese viraler Glykoproteine und
somit die Entstehung neuer intakter Virionen.
Um den beschriebenen, durch ER-Stress-induzierten antiviralen Signalwegen entgegen zu
wirken, haben Pocken-Viren immunmodulatorische Komponenten entwickelt. Die pocken-
viralen Abwehrmechanismen sind hauptsächlich gegen die Wirkung von Interleukinen, das
Interferon- und das Komplement-System gerichtet. Dagegen wird die Antigenpräsentation
durch MHC-Moleküle nicht direkt blockiert. Wie viele andere DNA-Viren verfügen die
Poxviridae zusätzlich über wirkungsvolle Inhibitoren der Apoptose (Kap. 1.2).
Es ist denkbar, dass der PPVO-Faktor gpORF19 ebenfalls eine Funktion als Apoptose-
Inhibitor besitzt und ER-Stress-induzierte zelluläre Mechanismen unterbindet. Im Zytoplasma
hätte gpORF19 direkten Einfluss auf den Redoxstatus der Zelle und könnte durch oxidativen
Stress induzierte Signalmoleküle wie z.B. ROIs („reactive oxygene intermediates“) abfangen.
In Lymphozyten sind Proteine mit Thiolgruppen (Thiole) wie z.B. Thioredoxin und
Glutathion die Schlüsselenzyme in der Apoptose-Regulation (Sato  et al., 1995). Als
Bestandteil der putativ konservierten viralen Redoxkette (Abb. 38) müsste gpORF19 wie sein
funktionelles Homolog gpE10R aus Vaccinia ein hohes Elektronenübertragungspotenzial
aufweisen und daher besonders effizient oxidierte Faktoren in ihre reduzierte Form
überführen.
Diese postulierten Eigenschaften von gpORF19 würden PPVO den Vorteil bieten, dass mehr
Zellen für die Vermehrung zur Verfügung stehen, und könnten schließlich eine mögliche
Erklärung für die immunstimulatorische Wirkung von SO 19-VVOV liefern. Als Apoptose-
Inhibitor würde der PPVO-Faktor für das Überleben von Wirtszellen sorgen, die das hitze-
inaktivierte Virus aufgenommen haben. Insbesondere Immunzellen wären so in der Lage eine
umfassende Immunantwort einzuleiten.
Und in der Tat verfolgt das Parapox-Virus ovis eine vergleichbare Strategie: In Mäusen
induziert PPVO zwar selektiv Apoptose in APCs, darauf folgt jedoch eine systemische
Aktivierung des Immunsystems (Kruse und Weber, 2001). Aufgrund dieses Effekts bleibt
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eine PPVO-Infektion lokal beschränkt. Es ist jedoch dadurch die Möglichkeit für eine
schnelle Reinfektion gegeben.
Zusätzlich zu den genannten anti-apoptotischen Eigenschaften könnte gpORF19 Schutz vor
ER-Stress-induzierten antiviralen Mechanismen bieten. Da sich Pocken-Viren im Cytotsol
replizieren und ihre eigenen Enzyme für die Oxidation von Membranproteinen kodieren,
beugt dies einer Überlastung des ER vor. Auch hier kämen Vorteile sowohl für das Virus als
auch für an der Immunreaktion partizipierende Zellen zum Tragen.
Vermutlich sind auch im Fall der Rekombinanten SO 19-VVOV Vaccinia-eigene Faktoren an
der immunstimulatorischen Wirkung beteiligt. Zum einen könnte die Partikelstruktur eine
Voraussetzung für die immunstimulatorische Aktivität sein, denn die Applikation von sp-
ORF19 blieb ohne signifikanten immunstimulatorischen Effekt (Kap. 3.3.2.2). Zum anderen
wird gerade der für die Expression pro-inflammatorischer Gene wichtige Transkriptionsfaktor
NF-κB durch Antioxidanzien inhibiert (Pahl und Baeuerle, 1995; Takeuchi et al., 2000). Falls
gpORF19 tatsächlich anti-apoptotisch wirkt und vor ER-Stress schützt, muss zwangsläufig
mindestens eine weitere Komponente z.B. an der Induktion von IFN-γ in humanem Vollblut
beteiligt sein.
Untersuchungen in HBV-transgenen Mäusen haben gezeigt, dass sowohl PPVO NZ2 als auch
SO 19-VVOV die virale Last signifikant reduzieren, aber Vaccinia Lister dazu nicht in der
Lage ist (Prof. Dr. P. Knolle, Dr. A. Limmer, Universität Bonn, persönliche Mitteilung).
Außerdem konnte in Ratten mittels Tetrachlorkohlenstoff bzw. heterologem Schweineserum
induzierte Leberfibrose durch die Behandlung mit Baypamune® in signifikantem Maße
reduziert werden (Hirth-Dietrich et al., 2000). Diese Versuchsergebnisse deuten auf antivirale
und hepatoregenerative Eigenschaften parapoxviraler Komponenten hin. Das zur ERV1/ALR-
Proteinfamilie zählende PPVO-Genprodukt gpORF19 ist ein möglicher Kandidat, der diese
Wirkung vermitteln könnte.
Beide Faktoren, das Hefeprotein ERV1p und das Säugerprotein ALRp, sind Flavin-
gekoppelte Sulfhydryl-Oxidasen und steuern mitochondriale Funktionen (Lange et al., 2001).
In Mäusen induziert die Applikation (i.p.) von ALRp die mitochondriale Genexpression und
steigert die oxidative Phosphorylierung (Polimeno et al., 2000). Es wird angenommen, dass
die verbesserte Bereitstellung von Energieäquivalenten das Wachstum von Hepatozyten
beschleunigt. ALRp wirkt nicht nur als Wachstumsfaktor, sondern reguliert auch die lytische
Aktivität von leberresidenten NK-Zellen (Polimeno et al., 2000). Die Suppression der
lytischen Aktivität erfolgt über die Reduktion des IFN-γ-Levels in den NK-Zellen. IFN-γ-
Administration führt dagegen in Ratten zu einer signifikanten Reduktion der mitochondrialen
Diskussion
115
Genexpression und Leberregeneration (Polimeno et al., 2000). Bemerkenswert ist dabei die
lokale Regulation der lytischen Aktivität von Leber-NK-Zellen durch ALRp, die nur in
Verbindung mit mononuklearen Leukozyten der Leber erfolgt (Francavilla et al., 1997).
Übertragen auf gpORF19 bedeutet dies eine gesonderte Betrachtung des putativen Wirk-
mechanismus von SO 19-VVOV im HBV-Mausmodell. Falls gpORF19 die IFN-γ-Produktion
durch Leber-NK-Zellen unterbindet, erscheint nur die Signaltransduktion über TLR7 und
PDCs plausibel. Um TLR7 zu aktivieren, muss SO 19-VVOV über entsprechende
konservierte molekulare Oberflächenstrukturen an den Rezeptor binden. Ob gpORF19
tatsächlich entsprechende Motive enthält, können die bisherigen Analysen nicht beantworten.
Zumindest kann eine auf der Virusoberfläche exponierte Lage postuliert werden, da auch das
Vaccinia-Homolog gpE10R über den N-Terminus mit IMVs verankert und der C-Terminus
auf der zytoplasmatischen Seite der Virusmembran lokalisiert ist (Senkevich et al., 2000).
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ist jedoch die Existenz eines oder mehrerer PAMPs,
die durch die Mehrzahl von Vaccinia-Komponenten der Rekombinanten SO 19-VVOV
gebildet werden, wahrscheinlicher. Auf diese Weise könnte eine antivirale Immunantwort in
der Leber induziert und gleichzeitig durch die Wirkung von gpORF19 das Gewebe vor
Schaden durch zytotoxische NK-Zellen geschützt werden.
In den beiden anderen Modellsystemen kann die immunstimulatorische Wirkung von SO 19-
VVOV sowohl durch eine von NK-Zellen ausgehende Immunantwort als auch durch TLR7
erreicht werden. Im Aujeszky Maus Modell muss letztendlich eine ausreichende CD4+ TH1-
Antwort induziert werden, um protektive Immunität gegen eine akute Infektion mit PRV zu
erhalten (Bianchi et al., 1998).
Um einen genauen Einblick in die immunstimulatorische Aktivität und den Mechanismus von
gpORF19 bzw. SO 19-VVOV zu erhalten, müsste die Wirkung auf verschiedene Zellpopula-
tionen untersucht werden. Die Identifizierung von gpORF19 als hepatoprotektive bzw.
regenerative Komponente würde neue Möglichkeiten in der Bekämpfung infektiöser
Lebererkrankungen wie Hepatitis eröffnen.
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4.3 Delivery-Probleme bei den heterolog exprimierten PPVO-Proteinen?
Obwohl Mercer et al. (1997) nachgewiesen haben, dass Gene aus Parapox ovis NZ2 in
rekombinanten Vaccinia-Viren generell exprimiert werden, ist im einzelnen nicht untersucht
worden, ob Unterschiede in den Expressionsraten verschiedener PPVO-Gene vorliegen. Es
wäre daher denkbar, dass die natürlichen Promotoren aus Parapox ovis NZ2 vom Vaccinia-
Transkriptionsapparat nicht in gleicher Weise erkannt werden. Im Fall von ORF 93r und
ORF 94r stimmen die potenziellen Promotorsequenzen allerdings zu 100 % überein, so dass
keine unterschiedlichen Expressionsraten zu erwarten sind.
Da keine Expressionsdaten der in den Vaccinia Lister/Parapox ovis NZ2 Rekombinanten
integrierten ORFs vorlagen, wurden die zur Analyse eingesetzten Mengen aufgereinigten
bv-Proteins ausgehend vom Gesamtproteingehalt einer Hund-Katze-Dosis Baypamune® (107,0
TCID50/ml Titeräquivalente) kalkuliert. Baypamune® diente im Aujeszky Maus Modell als
Positivkontrolle und wurde in einer Konzentration von 105,8 TCID50/ml Titeräquivalenten
appliziert. Photometrische Messungen haben ergeben, dass in einer Hund-Katze-Dosis
Baypamune® ca. 2 mg/ml Gesamtprotein enthalten sind (Dr. S. M. Friederichs, Bayer Health
Care AG, Animal Health, persönliche Mitteilung). Aus dem Verhältnis der Ausgangs-
konzentration (107,0 TCID50/ml Titeräquivalente) einer Hund-Katze-Dosis Baypamune® zur
gewünschten Konzentration von 105,8 TCID50/ml Titeräquivalenten ergibt sich ein
Verdünnungsfaktor von 16. Da den Tieren die Testsubstanzen in einem Volumen von 200 µl
appliziert wurden, resultiert daraus eine Konzentration von 25 µg Gesamtprotein pro Maus.
Im Genom von PPVO NZ2 sind insgesamt 133 offene Leserahmen zu finden (Dr. K.
Hoffmann, Memorec Stoffel GmbH, Köln). Ausgehend von der Annahme, dass für alle Gene
gleiche Expressionsraten vorliegen, wird eine um den Faktor 100 geringere Protein-
konzentration (250 ng/Maus) für einzelne Genprodukte postuliert. Unter Berücksichtigung
voneinander abweichender Expressionsraten wurden Proteinmengen von 25 ng bis 10 µg pro
Maus analysiert (Kap. 3.4.2.1).
Alle im Baculo-Virussystem exprimierten Proteine (bv-ORF93r, bv-ORF94r, bv-ORF23r,
bv-ORF74r) haben in keiner der eingesetzten Konzentrationen (10 µg, 5 µg, 2,5 µg, 250 ng,
25 ng) einen signifikanten Schutz vor der Infektion mit Pseudorabies-Virus bewirkt.
Die Expression in Sf9-Insektenzellen verlief für alle PPVO-Proteine problemlos, d.h. es
wurden ausreichende Proteinmengen produziert. Bei der Aufreinigung traten jedoch vermehrt
Probleme durch Aggregation der Expressionsprodukte auf. Um die Proteine wieder in Lösung
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zu bringen, sind Detergenzien wie CHAPS und SDS verwendet worden. Nach der
chromatographischen Reinigung der gelösten Proteine waren noch Spuren der Detergenzien
enthalten (Dr. C. Wagener und Dr. G. Orberger, Arimedes Biotechnology GmbH, Berlin).
Der Einsatz von CHAPS bzw. SDS führte zur Denaturierung der PPVO-Proteine. Durch
Dialyse wurden diese Detergenzien zum großen Teil entfernt, so dass eine Rückfaltung der
Polypeptidketten in ihre native Form theoretisch möglich wäre. Ob die viralen Proteine den
Tieren tatsächlich in ihrer nativen Form appliziert wurden, bedarf weiterer Analysen.
Die vorliegenden Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass eine Proteinkonzentration
≥ 25 ng pro Maus einen putativen immunstimulatorischen Effekt negativ beeinflusst. Das
kann zum einen in den Eigenschaften der ATI/Fusionspeptid-Proteine aus PPVO NZ2
begründet liegen, aber auch auf die in der Proteinlösung enthaltenen Spuren von Detergenzien
zurückgeführt werden. Ein Indiz auf eine potenzielle toxische Wirkung hoher Proteinmengen
von bv-ORF93r bzw. bv-ORF94r lieferte die Analyse in humanen Vollblutkulturen:
Proteinkonzentrationen von 2,5 µg/ml lösten Erythrozytenlyse aus (Beata Styp-Rekowska,
Charité, Berlin, persönliche Mitteilung). In verdünnten Proteinproben (250 ng/ml, 25 ng/ml)
konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Durch die Verdünnungsschritte reduziert sich
der Anteil von SDS und CHAPS in der Lösung und die geringe Konzentration reicht nicht
mehr aus, um Erythrozyten zu lysieren.
Weiterhin ist es möglich, dass die bv-Proteine ein von Säugerzellen abweichendes Glykosy-
lierungsmuster aufweisen. Insektenzellen verfügen z.B. nicht über die Fähigkeit durch N-
Glycosylierung gebildete komplexe Glykane zu synthetisieren, wie sie in Mammaliazellen
auftreten (Jarvis und Finn, 1995; Altmann et al., 1999). In tierischen Zellen stellen Glykane
mit terminalen Galaktoseresten Signale für die rezeptorvermittelte Endozytose dar (Weigel
und Yik, 2002). Fehlende Zuckerreste könnten verhindern, dass die bv-Proteine im
Peritoneum von Zellen aufgenommen werden und anschließend auf der Zelloberfläche
präsentiert werden.
Die außergewöhnliche interne Myristylierung der ATI/Fusionspeptid-Proteine gpORF93r und
gpORF94r ist eine weitere mögliche Ursache der Unwirksamkeit in den Modellsystemen. Der
genaue Mechanismus dieser in Säugerzellen beobachteten Modifikation pockenviraler
Proteine ist heute wenig verstanden (Martin et al., 1999; Yoder et al., 2002).
Daher muss in Frage gestellt werden, ob entsprechende Proteinmodifikationen überhaupt in
Insektenzellen auftreten. Da myristylierte Proteine mit anderen Proteinen und Membran
interagieren, können fehlende Myristylreste zum Funktionsverlust, z.B. beim Zusammenbau
neuer Virionen, führen (Grosenbach und Hruby, 1998).
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Außerdem kodieren Pocken-Viren eigene zytoplasmatische Enzyme für die Bildung von
Disulfidbrücken (Senkevich et al., 2002). Möglicherweise sind diese Enzyme und das
reduzierende Milieu des Zytoplasmas essenziell für die Faltung funktioneller PPVO-
Komponenten.
Beide in Schizosaccharomyces pombe hergestellte Proteine sp-ORF94r und sp-ORF19 lagen
laut Expressionsanalyse der verschiedenen zellulären Fraktionen hauptsächlich im 13.000 x g
Pellet vor (Karina Kettner, TU Dresden, persönliche Mitteilung). Dort befinden sich im
Gegensatz zu den aufgeschlossenen Zellen, der als Aufschluss bezeichneten Fraktion, v.a.
membrangebundene bzw. membranassoziierte Proteine (Karina Kettner, TU Dresden,
persönliche Mitteilung).
Es wäre daher zu erwarten gewesen, dass eine der drei unterschiedlich konzentrierten Proben
(40 µg, 4 µg, 400 ng) des 13.000 x g Pellets einen immunstimulatorischen Effekt bewirkt.
Da die Versuche mit Gesamtproteinextrakten durchgeführt wurden, konnte keine genaue
Quantifizierung des Zielproteins erfolgen. Bei einem geschätzten Anteil von 1,5 - 6 % an der
zellulären Gesamtproteinmenge (Kudla et al., 1988; Giga-Hama et al., 1994) liegt sp-ORF94r
tatsächlich in einer 17- bis 67-fach geringeren Konzentration vor als angegeben (Kap. 2.1.6).
Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass die verwendeten Proteinmengen für den
Schutz vor der Belastung mit PRV nicht ausreichend sind.
Unter der Voraussetzung, dass hinreichende Mengen an sp-ORF94r und sp-ORF19 appliziert
worden sind, und dass ein von anderen eukaryotischen Zellen abweichendes Glykosy-
lierungsmuster keine wichtige Rolle spielt (Giga-Hama und Kumagai, 1999), stellt sich die
Frage, ob die Proteine von immunkompetenten Zellen aufgenommen bzw. erkannt werden.
Das hängt stark von der Trägersubstanz („Vektor“) bzw. dem verwendeten Liefersystem
(„Delivery-System“) ab.
Generell unterscheidet man Vektoren je nach ihrem Ursprung in nicht-virale und virale. In der
Gentherapie finden beide Typen Anwendung (Schaffer und Lauffenburger, 2000; Mah et al.,
2002). Der Transport von Proteinen und Medikamenten geschieht vornehmlich in nicht-
viralen Mikro- und Nanopartikeln, welche eine zielgerichtete und lang andauernde
Freisetzung erlauben (Duclairoir et al., 2003; Sanchez et al., 2003). Im beschriebenen
Versuchsansatz wurden die PPVO-Proteine sp-ORF94r und sp-ORF19 in einem heterologen
Expressionssystem hergestellt. Die nicht aufgereinigten Expressionsprodukte liegen
vermutlich membrangebunden vor und wurden in dieser Form appliziert. Obwohl die
Genprodukte der ORFs 93r und 19 in rekombinanten Vaccinia Lister-Viren eine signifikante
immunstimulatorische Wirkung auslösen, interagieren die in Schizosaccharomyces pombe
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exprimierten Proteine in membrangebundener Form scheinbar nicht mit peritonealen
Immunzellen.
Daher sollte geprüft werden, ob nicht-virale Partikel als Vektoren für den Transport der
rekombinanten aufgereinigten PPVO-Proteine geeignet sind. In jedem Fall ist unter dem
Gesichtspunkt der Entwicklung eines prophylaktischen oder therapeutischen Präparats einem





Mit der erfolgreichen Identifikation und Isolierung immunstimulatorischer Komponenten des
Parapox ovis-Stamms NZ2 ergeben sich neue Anwendungsmöglichkeiten viraler Faktoren.
Einzelne Genprodukte können in verschiedenen Indikationen auf ihre prophylaktische bzw.
therapeutische Wirkung überprüft werden.
Die bisherigen Analysen geben erste Anhaltspunkte über die immunstimulatorische Wirkung
parapockenviraler Komponenten. Es bleiben aber eine Reihe von Fragen zu klären: Sind z.B.
heterolog exprimierte PPVO-Proteine generell in der Lage, einen immunstimulatorischen
Effekt zu induzieren?
Die Zulassung rekombinanter Proteine ist im Gegensatz zu rekombinanten Viren für den
pharmazeutischen Einsatz weniger aufwendig. Daher müssen weitergehende Untersuchungen
klären, welche Art der Formulierung und Applikation der PPVO-Genprodukte gpORF94r und
gpORF19, die in Form rekombinanter Vaccinia Lister-Viren in drei verschiedenen Modell-
systemen immunstimulatorisch aktiv sind, für die Stimulation des Immunsystems erforderlich
ist. Zusätzlich sollte auch das Zusammenwirken Vaccinia Lister- und PPVO-spezifischer
Komponenten in den SO-VVOV Rekombinanten SO 94 und SO 19 analysiert werden.
Aus den bisherigen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die PPVO-Proteine partikel-
assoziiert vorliegen müssen, damit eine ausreichende Immunantwort induziert wird. Um
genaue Information über die Lokalisation der PPVO-Komponenten innerhalb der Virionen
rekombinanter Vaccinia Lister-Viren zu erhalten, ist die Herstellung monoklonaler Antikörper
(Mabs) notwendig. Mit Hilfe dieser Mabs könnte außerdem eine quantitative Aussage über
die Expressionsrate der in SO 94- und SO 19-VVOV vorliegenden ORFs aus PPVO NZ2
getroffen werden.
Durch moderne Methoden wie das sogenannte „Live Cell Imaging“ ist es heute möglich, die
Partikelaufnahme und den Weg im Zytoplasma in Echtzeit zu verfolgen. Analysen unter
Zuhilfenahme dieser Methode könnten weitere Aufschlüsse über ein adäquates Delivery-
System für den Transport der rekombinanten PPVO-Proteine liefern.
Immunologische Versuche mit den isolierten PPVO-Komponenten gpORF 94 und gpORF19
in unterschiedlichen Zellpopulationen können dazu beitragen, den Wirkmechanismus
aufzuklären. Ein denkbarer Versuchsansatz wäre die gezielte Blockade einzelner zellulärer
Rezeptoren, um die an der immunstimulatorischen Wirkung beteiligte(n) Signalkaskade(n)




Die Wirkung des Immunmodulators Baypamune® und inaktiviertem Parapox-Virus ovis
konnte in unterschiedlichen klinischen Studien und Modellsystemen nachgewiesen werden.
Erste Untersuchungen haben gezeigt, dass virusassoziierte Proteinkomponenten für die
immunstimulatorische Wirkung des Virus verantwortlich sind. Die Eingrenzung potenziell
immunstimulatorischer Genprodukte erfolgte mit Hilfe von 16 Vaccinia Lister/Parapox ovis
NZ2 Rekombinanten, deren integrierte DNA-Fragmente ~95 % des NZ2-Genoms
repräsentieren. Der PPVO-Stamm NZ2 vermittelt Untersuchungen zufolge den stärksten
immunstimulatorischen Effekt. Insgesamt wurden neun der VVOV Rekombinanten in drei
verschiedenen Modellsystemen als immunstimulatorisch aktiv getestet (Friederichs, 2001).
Die Ergebnisse der beschriebenen Untersuchungen bildeten die Grundlage für die in der
vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen.
Im ersten Teil der Arbeit wurde eine genetische Charakterisierung der neun immun-
stimulatorisch aktiven VVOV Rekombinanten durchgeführt. Durch die basengenaue
Bestimmung der terminal flankierenden Regionen der integrierten PPVO NZ2-Fragmente und
einem Vergleich mit der Genomsequenz von PPVO NZ2 konnten vollständig enthaltene
ORFs identifiziert werden. Durch Ausschluss der in den immunstimulatorisch inaktiven
VVOV Rekombinanten enthaltenen ORFs ließ sich die Anzahl der zu analysierenden
Kandidatengene auf 44 eingrenzen.
Aus diesen potenziell immunstimulatorisch wirkenden Genen wurden insgesamt 10 ORFs
anhand festgelegter Kriterien und durch Sequenzvergleich für die Expression in heterologen
Systemen ausgewählt. Aufgrund bioinformatischer Analysen wurden die entsprechenden
Genprodukte in vier Gruppen unterteilt: ATI/Fusionspeptid-Proteine, Redoxproteine,
Viruscoreproteine und sonstige Proteine. Sowohl die in Schizosaccharomyces pombe und im
Baculo-Virussystem exprimierten Proteine als auch rekombinante Single ORF-Vaccinia
Lister-Viren, die jeweils nur einen der 10 Kandidaten-ORFs enthalten, wurden im Aujeszky
Maus Modell auf ihre Wirksamkeit untersucht.
Alle vier analysierten SO-VVOV Rekombinanten vermittelten einen signifikanten Schutz vor
der tödlichen Belastung mit PRV. Zwei dieser Rekombinanten (SO 93-, SO 94-VVOV)
enthalten jeweils einen ORF (ORF 93r, ORF 94r) der für ein ATI/Fusionspeptid-Protein
kodiert. In den Rekombinanten SO 19- und SO 70-VVOV sind dagegen ORFs integriert, die
für Redoxproteine kodieren. In Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen zeigte sich, dass nur
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SO 94- und SO 19-VVOV in allen drei zur Verfügung stehenden Modellsystemen
immunstimulatorisch aktiv sind (Tab. 11).
Die im Baculo-Virussystem und in Schizosaccharomyces pombe heterolog exprimierten
Proteine induzierten keinen signifikanten Schutz im Aujeszky Maus Modell.
Wurden die im Baculo-Virussystem exprimierten Proteine bv-ORF93r; bv-ORF94r, bv-
ORF23r und bv-ORF74r in Kombination mit 106,0 TCID50/ml Titeräquivalenten des Vaccinia
Lister-Virus appliziert, so zeigten jeweils Proteinmengen von 25 ng den stärksten immun-
stimulatorischen Effekt.
Versuche in denen das Vaccinia Lister-Virus durch BHV-1 ersetzt wurde, deuten auf eine
Beteiligung Vaccinia Lister-spezifischer Faktoren an der immunstimulatorischen Wirkung
hin. Die Analyse im Aujeszky Maus Modell ergab für keine der untersuchten Proben
bestehend aus bv-ORF23r und BHV-1 einen immunstimulatorischen Effekt.
Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen führte eine Frameshift-Mutation im offenen
Leserahmen ORF 94r nur zur Abschwächung der immunstimulatorischen Wirkung und nicht
zum vollständigen Verlust. Gleichzeitig stützen die Ergebnisse aus den Untersuchungen der
Frameshift-Mutante SO 94mut-VVOV die Hypothese, dass eine partikelähnliche Struktur der
PPVO-Komponenten eine wichtige Vorraussetzung für die Induktion eines signifikanten
Schutzes vor PRV ist.
Mit der Identifikation einzelner immunstimulatorisch aktiver PPVO-Komponenten ist es
erstmals gelungen, den vielfach beschriebenen paramunisierenden Effekt von Parapocken-
Viren einzelnen viralen Genen zu zuordnen. Insbesondere stellen SO 94- und SO 19-VVOV
vielversprechende Kandidaten für die prophylaktische bzw. therapeutische Anwendung in
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7.1 Sequenzen der PCR-Amplifikate aus den Übergangsregionen zwischen
dem Vaccinia Lister-Rückgrat und den PPVO-Inserts der untersuchten
VVOV Rekombinanten
VVOV 215
a) 5‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-CGGTTTACGTTGAAATGTCCCATCGAGTGCGGCTACTATAACTTTTTTCCTTCGTTTGCCATACGCTCACAGAATTAATTCGGAGCTTGGC











a) 5‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-ATACGGAACGGGACTATGGACGCATGATAAGAATAATTTTGAAGCATTGGAAGCAACTAAACTATGTGATGTCTTGGAATCAATTACAGAT




b) 3‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
















a) 5‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-ATACGGAACGGGACTATGGACGCATGATAAGAATAATTTTGAAGCATTGGAAGCAACTAAACTATGTGATGTCTTGGAATCAATTACAGAT
            Sau3A I
TTCTCCGTGATAGGTATCGATGAAGGACAGTTCTTTCCAGACATTGTTGAATTCCCCGGATCAGGTTCTCGGTGGCGTCGATGCTGAGCCCGAG
GCGCATGCCCTGTTGCAGCACGTCGTTGATGGGGTTCACGTACATGGCCACCGC-3‘
b) 3‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts














a) 5‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-CGGTTTACGTTGAAATGTCCCATCGAGTGCGGCTACTATAACTATTTTTCCTTCGTTTGCCATACGCTCACAGAATTAATTCGGAGCTTGG




b) 3‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-ATTACAGTGATGCCTACATGCCGTTTTTTGAAACTGAATAGATGCGTCTAGAAGCGATGCTACGCTAGTCACAATCACCACTTTCATATTT
      Sau3A I
AGAATATATGTATGTAAAAATATAGTAGAATTTCATTTTGTTTTTTTCTATGCTATAAATGAATTCCCCGGATCTTCGCGTAGTTGGCCGCGTA

















a) 5‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-CGGTTTAACGTTGAAATGTCCCATCGAGTGCGGCTACTATAACTATTTTTCCTTCGTTTGCCATACGCTCACAGAATTAATTCGGAGCTTG




b) 3‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-ATTACAGTGATGCCTACATGCCGTTTTTTGAAACTGATAGATGCGTCTAGAAGCGATGCTACGCTAGTCACAATCCCCTTTCATATTTAGA




a) 5‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-CGGTTTAACGTTGAAATGTCCCATCGAGTGCGGCTACTATAACTATTTTTCCTTCGTTTGCCATACGCTCACAGAATTAATTCGGAGCTTG
        BamH I
GCGGTCGACGGTACCCGGGGATCCCGACCTTTGCCATCACAGACATGAGCTCCTGGATGGTCATGTTCTTGTGGTCTCGGCGCGTGGACCGCAG
GTAGTCGGCGATCATCTCGCCCTCCTTACGGATCTTCATCTGCCAGTCGTGCATGGAGGTCATGCGGTCCACAGGCATGAGCACG-3‘


























a) 5‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-ATTACAGTGATGCCTACATGCCGTTTTTTGAAACTGAATAGATGCGTCTAGAAGCGATGCTACGCTAGTCACAATCACCACTTTCATATTT





b) 3‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-CGGTTTACGTTGAAATGTCCCATCGAGTGCGGCTACTATAACTATTTTTCCTTCGTTTGCCATACGCTCACAGAATTAATTCGGAGCTTGG






a) 5‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts
5‘-ATACGGAACGGGACTATGGACGCATGATAAGAATAATTTTGAAGCATTGGAAGCAACTAAACTATGTGATGTCTTGGAATCAATTACAGAT
            Sau3A I
TTCTCCGTGATAGGTATCGATGAAGGACAGTTCTTTCCAGACATTGTTGAATTCCCCGGATCTGCGGTCTCACGCCCGTGCACCTGTACGCGAG
CTACGCGGACGTGGACGTAGAGTTCATGCGCGGGCTCATCGAGCGCGGCGCGAGCGTGTGCGGCGAGAGCTCGGTCACGGGCTGCCTGTA-3‘
b) 3‘-Ende des PPVO NZ2-Inserts






Aus der PCR mit den Primern Vac-TK-1 und PPVO-R3R4-3 ging ein Amplikon von ~2 kBp











7.2 Sequenzen der untersuchten Single ORF-VVOVs und der Frameshift-
Mutanten SO94mut-VVOV
SO19-VVOV















         Kpn I
GATCCTGCGCGTGCTGGGGCTGGAGCAAGCATGAACCTGCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGAATTCGACCCCTTCGAGCTT
CGACATCTATATACTATATAGTAATACCAATACTCAAGACTACGA-3‘
Die Punktmutation an Position 10 stromaufwärts des Startcodons ist schwarz unterlegt. Aus
dem Austausch eines Guanins gegen ein Thymin resultiert eine Aminosäuresubstitution von
Valin durch Phenylalanin.
SO93-VVOV



















  Kpn I
CGGCGAGAAGCCCTGGTGGTGGGGCCAGCACGCCGCGATATGGTAGCATCAGTCTGAGAAGCTAGAAAGTCGCGAGAGGTCGGTACCGGGGATC
CTCTAGAGTCGACCTGCAGGAATTCGACCCCTTCGAGCTTCGACATCTATATACTATATAGTAATACCAATACTCAAGACTACGA-3‘




















































             Kpn I
CCCGTTATCCAGACATTACCCTTACAGGTATCCTTTAGATAGTACGTGGTGGAGAGGAAGGAGCGGTGCTATCTGGTAATAAGGATGGTACCGT
CGACCGCCAAGCTCCGAATTAATTCTGTGAGCCGTATGGCAAACGAA-3‘
Es ist sowohl das ursprüngliche als auch das durch die Frameshift-Mutation entstandene

















































Die ersten beiden Basen des Primers 70Cs fehlen im dargestellten Klon (vgl. Kap. 2.1.3). Auf














Die stille Mutation von Guanin zu Adenin (schwarz) wurde in weiteren Versuchen bestätigt







In der Sequenz sind zwei stille Mutationen (schwarz unterlegt) enthalten, die keinen Amino-
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